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Introduccion

El color en los alimentos es un factor muy importante, incluso antes de
comprarlos y poder probarlos, es la Unica guia que se tiene para inferir la calidad del
producto basdndose en experiencias pasadas; el oscurecimiento en frutas, verduras y
algunos crustaceos, es un proceso comun, puede ser de origen enzimatico o no enzimético
y se caracteriza por la aparicion de colores que van desde amarillentos a café oscuro en la
superficie del producto expuesta al ambiente. Esto tiene como resultado una modificacion
en las caracteristicas nutricionales y sensoriales, lo que trae como consecuencia que la
calidad y vida de anaquel del producto disminuyan. Representa una disminucién muy
importante para la economia de muchos paises en vias de desarrollo al afectar el valor
comercial del producto, incluso se estima que mas de un 50% de las pérdidas de

alimentos frescos se debe al oscurecimiento enzimatico.

El oscurecimiento enzimatico comienza con la oxidacion de diversos sustratos
fendlicos (antioxidantes fendlicos) presentes en frutas y verduras principalmente; se lleva
a cabo cuando las células que componen al alimento se fracturan ya sea por un cambio
brusco de temperatura o por medios mecéanicos, lo que lleva a la ruptura de los diversos
compartimentos celulares, ocasionando que los compuestos fenolicos se liberen de sus
vacuolas y entren en contacto con las enzimas citoplasmicas, las que en presencia del
oxigeno del aire inician el proceso de oxidacion; las enzimas causantes de catalizar este
proceso de oxidacion se conocen genéricamente con el nombre de polifenol oxidasas, las
cuales intervienen en la sintesis de productos de tipo quinona, que pueden sufrir diversas
reacciones y asi constituir agregados moleculares de alto peso molecular llamados

melaninas, que son los responsables de dicho oscurecimiento.

Elisa Maria Mejia Jacome XV
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Las ciclodextrinas (CD) son compuestos oligosacaridos ciclicos de o-D-
glucopiranosa, se encuentran unidas por enlaces de tipo a-(1-4), las mas comunes son los
tipos a-,B- y y-, que son los oligdbmeros de 6, 7 y 8 unidades respectivamente; tienen la
apariencia de conos truncados donde la superficie externa es de caracter hidrofilico,
mientras que el interior de estas cavidades es de caracter hidrofobico. Algunos estudios
indican que las ciclodextrinas son capaces de inhibir el pardeamiento enzimatico, lo cual
se atribuye a las formacion de complejos de inclusion entre compuestos fendlicos
naturales y las ciclodextrinas, el fendmeno consiste basicamente en la sustitucion de las
moléculas de disolvente que se encuentran dentro de su cavidad, por un huésped menos
polar (por ejemplo los antioxidantes fenolicos) creandose de esta manera una interaccion

no covalente entre el huésped y la ciclodextrina.

En el presente proyecto se estudid sistematicamente el proceso de formacion de
complejos de inclusién entre ciclodextrinas y algunos de los o-hidroxifenoles naturales
mas abundantes en frutas y verduras que sirven como sustratos para la polifenol oxidasa,
se considerdé que los compuestos o-difendlicos son compuestos electroquimicamente
activos, los cuales en medio acido se oxidan a la correspondiente o-quinona. Se utilizaron
las técnicas de voltamperometria ciclica y simulacion digital como herramientas basicas
para caracterizar el fenémeno de inclusion, el cual es de gran relevancia, pues es posible
proponer que, si las o-quinonas forman complejos de inclusion estables con las
ciclodextrinas, esto ayudaria a prevenir las reacciones posteriores de las quinonas con los
aminoéacidos y otros componentes celulares nucleofilicos, que son los responsables de los

pigmentos cafés en frutas y vegetales frescos.

Elisa Maria Mejia Jacome XV
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1.1 Reacciones de 6xido-reduccion

Los equilibrios de Oxido-reduccién se producen cuando un aomo o un grupo de
atomos toman o ceden electrones, lo que puede o no incluir la adicion de aomos de
oxigeno o la pérdida de atomos de hidrégeno de la sustancia que se esta oxidando, de forma
simultanea se produce la correspondiente reaccién que implica la captacion de los
electrones por otro atomo diferente o grupo de 4tomos.*

En el conjunto de reacciones metabdlicas que se producen en los seres vivos se
pueden distinguir dos grandes grupos, reacciones de anabolismo o sintesis, consistentes en
la formacion de grandes moléculas a partir de otras méas pequefas, y reacciones de
catabolismo, en las que se verifica el proceso inverso. Se puede decir que tanto unas como
otras se producen a base de oxidaciones y reducciones sucesivas de manera encadenada.’
Dentro de los sistemas bioldgicos estas reacciones de Oxido-reducciéon ayudan a mantener
el equilibrio en diversos procesos celulares entre los que se encuentra la transduccion de
sefiales, la expresion génica y la proliferacion celular. Las reacciones de dxido-reduccion
son un reflejo del balance entre los antioxidantes de la célula o de los obtenidos en la dieta
y los oxidantes producidos durante el metabolismo celular o aquellos producidos debido a
la exposicion del organismo a agentes ambientales. Es por esto que cuando se pierde el
equilibrio de dichas reacciones, también se pierde el control de los procesos celulares.® A
pesar de que las reacciones de o0xido-reduccidn son comunes en los sistemas biologicos, en
el caso particular de los alimentos, la mayoria de las veces el proceso de oxidacion es poco
deseable ya que provoca una modificacion en las caracteristicas nutricionales y sensoriales
de los alimentos, lo que trae como consecuencia que la calidad y vida de anaquel del
producto disminuya. Esto es debido a que ciertos compuestos quimicos tales como las

vitaminas, lipidos y pigmentos presentes en los alimentos, pierden valor al sufrir procesos
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de oxidacion. A partir de este momento se haré referencia Unicamente a las reacciones de

oxidacion ya que son las que basicamente producen alteraciones en los alimentos.

1.2 Radicales libres

Los radicales libres son cualquier especie capaz de existir de manera independiente
con uno o mas electrones desapareados, debido a esto, son altamente reactivos; tienen un
tiempo corto de vida media y pueden comportarse como donador o aceptor de electrones.
Los radicales libres pueden estar cargados positiva 0 negativamente, cationes radicales o
aniones radicales, respectivamente, o ser eléctricamente neutros. Los radicales tiene la
capacidad de reaccionar con moléculas no radicales para dar origen a un nuevo radical; son
producidos por procesos fisioldgicos celulares y también por exposicion a algin agente
ambiental 2

Las especies reactivas de oxigeno (EROs) son ejemplo de radicales libres; su
produccion dentro del organismo es parte de diversos procesos fisioldgicos naturales, sin
embargo cuando éstas se encuentran en exceso pueden dafiar al organismo.* Son las
responsables de una gran cantidad de reacciones de oxidacion en los sistemas bioldgicos y
provocan la pérdida del control en el balance oxidativo, el cual esta relacionado al uso de
oxigeno molecular por la célula.

Es inevitable la generacion de especies reactivas debido a que tienen funciones
bioldgicas, sin embargo, es importante contar con suficientes antioxidantes y enzimas para
prevenir o limitar el dafio que estas especies pueden generar dentro del organismo. Tales®
como el ataque directo a las bases nitrogenadas que forman el ADN, lo que puede
desencadenar diversas mutaciones y carcinogénesis, ° la reaccién con los aminoacidos que

conforman a las proteinas y la ruptura de los enlaces peptidicos. Ademas, la agregacion de
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las proteinas favorece la perooxidacion lipidica. Este Gltimo es el proceso que se lleva a
cabo con mayor facilidad debido al elevado nimero de lipidos presentes en los organismos
vivos y también en una gran variedad de productos alimenticios de interés industrial y
comercial.” Dentro de las especies reactivas de oxigeno mas abundantes y nocivas se
encuentran las especies radicales y no radicales que se producen por la reduccion del
oxigeno molecular dando especies como el oxigeno singulete (*Oy), el anién superéxido
(0%), el radical hidroxilo (*OH) y el peréxido de hidrégeno (H.0O,):; también especies

derivadas del nitrégeno como el 6xido nitrico (NO) e incluso especies de cloro.®%*

1.3 Oxigeno

Fue descubierto en 1774 por Joseph Priestley, mas tarde Lavoisier le dio el nombre de
“oxigeno” que significa formador de &cido, se encuentra combinado con otros elementos en
una gran variedad de compuestos.

El oxigeno es el elemento méas abundante en términos de masa tanto en la corteza
terrestre como en el cuerpo humano, es un no metal. En la naturaleza se encuentra con dos
0 mas atomos del mismo tipo enlazados entre si. Cuenta con dos al6tropos que son O, y
ozono Ogs. El O3 es un gas toxico con fuerte olor acre mientras que el O, es una molécula
indispensable para la vida y el agente oxidante en el metabolismo de nuestro organismo y
alimentos. A temperatura ambiente el O, se encuentra como gas inodoro e incoloro, cambia
a estado liquido a -183°C y se congela a -283°C; es ligeramente soluble en agua, y su
presencia en ella es indispensable para la vida marina.

Cada atomo de oxigeno esta unido por dos electrones formando un enlace covalente
cuya entalpia de enlace es de 495 kJ/mol, tiene dos pares de electrones desapareados, puede

completar su octeto ya sea tomando dos electrones para formar el anién superéxido (0%) o
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bien compartiendo dos electrones, de esta manera tiene la capacidad de oxidar otras
moléculas. Puede también formar enlaces con muchos otros elementos, dando lugar a
compuestos oxigenados los cuales son termodinamicamente mas estables que el O,.

El oxigeno en su estado basal se encuentra como triplete, esto es, posee spines no
apareados, por otra parte el fendmeno de transferencia de energia asociado a las reacciones
quimicas puede lograr la inversién del spin dando la produccion de oxigeno singulete

(102).11

1.4 Degradacion Lipidica

Los lipidos consisten en un amplio grupo de compuestos, en general, son solubles
en disolventes organicos y escasamente solubles en agua. Los ésteres del glicerol de los
acidos grasos representan el 99% de los lipidos de origen animal y vegetal que ademas son
los componentes de los alimentos més susceptibles a la alteracién por oxidacion;*? los més
representativos de este grupo son los mono, di o triglicéridos, segin el grado de
esterificacion.’® Los lipidos tienen diversas funciones biolégicas, ya que son los principales
componentes del tejido adiposo y junto con las proteinas y los hidratos de carbono
constituyen la mayor parte de los componentes estructurales de las celulas, donde se
encuentran en forma de fosfolipidos y esteroles. Los lipidos actian como cofactores de
diversas enzimas, acarreadores de electrones, pigmentos receptores de luz, agentes
emulsificantes, hormonas y mensajeros intracelulares, son fuente de almacenamiento de
energia y son esenciales cuando las reservas de hidratos de carbono se agotan. Se
encuentran de manera abundante en el organismo por lo que son susceptibles a la

descomposicion oxidativa por las especies reactivas de oxigeno.***
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La oxidacion de los lipidos es una de las principales causas del deterioro de los
alimentos, da lugar a la aparicion de sabores y olores desagradables que se conoce como
enrranciamiento. Esto hace que los productos sean inaceptables para el consumidor o
reduzcan su vida util, lo que ha generado un gran interés en la industria alimentaria para
evitar este deterioro.”

La oxidacion lipidica se lleva a cabo por cuatro mecanismos principales:

e Autooxidacion.

e Fotooxidacion.

e Reacciones asociadas a la lipooxigenasa.

e Oxidacion lipidica catalizada por metales

Solo las dos primeras son directamente iniciadas por alguna de las formas del oxigeno y
la tercera es de caracter enzimatico. Sin embargo, las tres comparten el hecho de que el
grado de oxidacion de los lipidos de un producto alimenticio puede incrementarse
dependiendo de la cantidad de especies reactivas de oxigeno que se encuentren presentes en
el medio. *7

Dentro de la oxidacion lipidica catalizada por metales se pueden encontrar la
autooxidacion y la fotooxidacién ya que ambas pueden ser catalizadas por metales, por
ejemplo, el radical hidroxilo, que es un iniciador en el proceso de oxidacion, puede
formarse por reacciones tipo Fenton:

H,0, . Fe**— Fe*" + OH + OH*

Se cree que la autooxidacion es la principal reaccion implicada en el deterioro

producido por la oxidacion de los lipidos, se lleva a cabo por mecanismos tipicos de

radicales libres, lo que se demuestra porque:
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e Presentan una marcada inhibicion por especies quimicas que se sabe interfieren con
otras reacciones de radicales libres.

e Son catalizadas por la luz y por sustancias capaces de producir radicales libres.

e Sedauna alta produccion de hidroperéxido, ROOH.

e Se obtienen rendimientos cuanticos superiores a la unidad cuando las reacciones de
oxidacion se inician por la luz.

e Existe un periodo de induccién relativamente largo cuando se inician con el sustrato
puro.”

La autooxidacion presenta un periodo de induccién, que es el intervalo de tiempo en
el que no se presentan cambios detectables en los lipidos en cuanto a su estado de
oxidacion. La duracion de este periodo es muy sensible a varios componentes presentes que
pueden actuar como pro-oxidantes, incrementando la velocidad de la reaccion de oxidacion,
0 como antioxidantes que reducen la velocidad de estos procesos. Al término de este
periodo se da el mecanismo via radicales libres, el cual se lleva a cabo mediante tres etapas
gue son iniciacion, propagacion y terminacion.

En la iniciacién se da la sustraccién de un atomo de hidrégeno por una especie
radical, produciendo un radical lipidico R’, capaz de reaccionar con O, para formar un
radical peroxido lipidico.

Iniciador — Radicales libres (R°, ROO")
X +R-H — R™+HX
En la propagacion el peréxido lipidico, ROO", reacciona con otras moléculas del

lipido, generando nuevos radicales libres R* que reaccionan con oxigeno.

ROO" + R-H — ROOH + R’
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R+ O, —» ROO’

Finalmente, cuando la concentracion de lipidos disminuye debido a la
descomposicion, es factible que dos especies radicales reaccionen para formar especies
neutras con propiedades quimicas distintas a los compuestos de origen. A este tipo de
reacciones se les conoce como reacciones de terminacion y son las que tienen una
importancia relevante, ya que los productos de dichas reacciones son los responsables del
deterioro en el sabor y valor nutrimental del alimento.

ROO" + ROO" — ROOR + O,
ROO'+R" — ROOR
R"+R" — R-R

A pesar de conocer el proceso por el cual se da el mecanismo de autooxidacion es
dificil explicar el origen de los primeros radicales libres necesarios para iniciar el proceso.
Es poco probable que sea mediante un ataque directo del oxigeno en su forma més estable
(triplete) a los dobles enlaces de los &cidos grasos, por que la reaccion no obedeceria a la
ley de conservacion del spin. La explicacién mas satisfactoria es la que indica que el
oxigeno singulete (*O,), una especie activa en el deterioro fotooxidativo, es la responsable
de la iniciacion; ya que sus dos electrones se encuentran con spines opuestos, en un estado
de mayor energia, dando lugar a un estado excitado. EI oxigeno en el estado singulete es
maés electrofilico que el oxigeno en el estado triplete, por tanto, puede reaccionar mas

rapidamente.”*®
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1.5 Oxidacion de fenoles

La oxidacion de estos compuestos es peculiar debido a que no tienen un hidrégeno
en el carbono que lleva al hidroxilo, en su lugar, la reaccion de un fenol con alguno de los
varios agentes oxidantes produce una 2,5-ciclohexadieno-1,4-diona o quinona; la reaccion
tiene lugar a través de un mecanismo de radicales libres. *®

En general, la reaccion de oxidacion comienza por la formacion de una
hidroquinona a partir de un compuesto fendlico la cual se oxida facilmente debido al par de

4tomos de oxigeno enlazados al anillo para obtener la quinona correspondiente.*?

OH 0o O
- Q/ - il
HO HO

HO

: o 0© o
Q/ -éa

_—— - —

©0 .0

(o)

Figura 1. Reaccion de oxidacion de hidroquinona a su correspondiente quinona.

Las quinonas son una interesante clase de compuestos debido a sus propiedades de
oxido-reduccién; se reducen con facilidad en hidroquinonas las cuales se re-oxidan
facilmente a quinonas.®

En presencia de aire muchos fenoles se autooxidan formando dichas quinonas de
color oscuro, suele ser una reaccién comudn que presentan los tejidos vegetales como
resultado de una fractura en su estructura, la cual se manifiesta por un oscurecimiento del

tejido. *°
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1.6 Conceptos bésicos de los antioxidantes

Un antioxidante se define como cualquier sustancia que por separado o mezclada es
capaz de aplazar, retardar o prevenir el periodo de oxidacion de las biomoléculas
constituyentes de un alimento u organismo provocados por la accion del aire, luz o trazas
de iones metalicos. En términos de alimentos los antioxidantes frenan la reaccion de
oxidacién, sin embargo, lo hacen a costa de inactivarse por lo que su utilizacion retrasa la
alteracién oxidativa del alimento pero no la evita de forma definitiva.'® Su mecanismo de
accion se da retardando la iniciacion o interrumpiendo la propagacion de la cadena de
radicales libres.™

Los antioxidantes muestran diferente grado de eficiencia en la proteccion de un
alimento, el cual esté relacionado con varios factores, como son la energia de activacion, la
constante de velocidad, su potencial de 6xido-reduccion y su solubilidad.*
Existen diversas clasificaciones, una de ellas los cataloga como antioxidantes naturales o
sintéticos, dentro de los primeros se encuentran todos aquellos que se extraen de fuentes
naturales los cuales se consideran totalmente inocuos debido a que los hemos venido
consumiendo en la dieta desde hace miles de afios. El butilhidroxianisol (BHA), el galato
de propilo (PG), el butilhidroxitolueno (BHT) y el di-t-butilhidroquinona (TBHQ) son
ejemplos de antioxidantes sintéticos, los cuales son ampliamente usados en alimentos ricos
en lipidos.™

Tambien se clasifican como antioxidantes primarios, secundarios y compuestos
sinergistas.
Los antioxidantes primarios se encargan de donar &tomos de hidrogeno o electrones a los
radicales libres generados por las especies reactivas de oxigeno o por la peroxidacion

lipidica, convirtiendolos en productos mas estables, interrumpiendo la propagacion de las
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reacciones en cadena. Muchos de los antioxidantes naturales o sintéticos que presentan la
funcionalidad fenol en alguna parte de su estructura, entran en esta definicion de
antioxidantes primarios, debido a su gran habilidad como atrapadores de radicales libres.

En su mecanismo de accion los antioxidantes primarios pueden inhibir la fase de
iniciacion de la peroxidacion lipidica al reaccionar con un radical alquilo, o bien pueden
inhibir los pasos de propagacion al reaccionar con un radical perdxido lipidico o con un
radical alcohoxilo. Adicionalmente, los radicales libres del antioxidante pueden interferir
con los pasos de propagacion formando compuestos estables.

Los antioxidantes secundarios, son sustancias que por reduccion y/o donacién de
hidrégeno descomponen a los hidroperoxidos, formando productos estables como los
alcoholes. En general todos los compuestos de azufre como los tioles, los sulfuros y
disulfuros son inhibidores activos de la autooxidacion. ®" %

El fendmeno de sinergismo se produce cuando una mezcla de antioxidantes tiene
una actividad mas pronunciada que la suma de las actividades de los antioxidantes
individuales utilizados por separado.™*®

Los compuestos sinergistas se dividen en dos amplias categorias, la primera de ellas
la forman los compuestos con propiedades quelantes y el segundo grupo lo forman los
compuestos capaces de aceptar radicales libres. La accion de los sinergistas es de vital
importancia ya que en muchos casos ayudan a la regeneracion efectiva del antioxidante
primario, regresandolo a su forma reducida; si bien los agentes quelantes no actian como
antioxidantes, atrapando radicales libres, su funcion es interferir con los metales pro-

oxidantes como cobre y hierro que aunque estan presentes en cantidades traza, resultan ser

excelentes formadores de radicales libres. Entre los agentes quelantes mas utilizados se
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encuentran el acido etiléndiaminotetraacético, el acido citrico, los aminoécidos y los
fosfatos.

El &cido ascorbico, el palmitato de ascorbilo, el &cido tartarico y los sulfitos, son
compuestos capaces de reaccionar con el oxigeno libre y mantenerlo alejado del

sistema.®"?!

1.6.1 Antioxidantes naturales presentes en alimentos.

El desarrollo de enfermedades cronicas como las cardiovasculares, cancer,
hipertension y diabetes tipo dos, involucran una gran produccion de radicales libres
asociados al estrés oxidativo. Una dieta rica en frutas y vegetales se asocia con un bajo
riesgo de desarrollar dichas enfermedades cronicas debido a su contenido de vitaminas,
minerales y compuestos con efectos protectores, en particular, los antioxidantes. Los
factores propios de la planta como su genética, las condiciones de cultivo y los factores
externos como la composicion del suelo, las condiciones de crecimiento, estado de madurez
y las condiciones posteriores a la cosecha, les confiere una mayor 6 menor capacidad
antioxidante debido a que puede inducir en mayor o menor grado, la sintesis de compuestos
secundarios como los polifenoles.

Los antioxidantes llamados polifenoles se consideran metabolitos secundarios.
Representan la principal defensa antioxidante no enzimatica frente a las especies reactivas
de oxigeno ya que son los compuestos bioactivos mas abundantes en los alimentos. Se
encuentran en frutas, verduras, cereales y leguminosas, por lo que su consumo promedio en
la dieta alcanza valores de 1g/dia, lo que es mas de diez veces la ingesta requerida de

vitamina C.
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La alta capacidad antioxidante de los polifenoles es de vital importancia para la
planta ya que es su mecanismo de defensa frente a condiciones de estrés como cambios de
temperatura, exposicion a radiacion ultra violeta y ataque de patégenos®

Los compuestos fendlicos naturales de mayor abundancia son los tocoferoles, los
derivados de los flavonoides y los derivados de los acidos benzoico y cinamico tales como

el &cido caféico, clorogénico, ferdlico, cumérico y protocatecuico. 22
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Tabla 1. Principales sustratos fendlicos presentes en frutas y verduras. =

Fuente Sustrato polifendlico
Manzana Acido clorogénico (pulpa), catecol (cascara), catequin, é&cido cafeico, 3,4-
dihidroxyfenilalanina, acido 3,4-dihidroxibenzoico, p-cresol, 4-metil catecol,
leucocianidina, acido p-cumarico, glucosidos de flavonoles
Albaricoque Acido isoclorogénico, acido cafeico, 4-metil catecol, &cido clorogénico, catequin,
epicatequin, pirogallol, catecol, flavonoides, derivados del acido p-cumarico.
Aguacate 4-metil catecol, dopamina, pirogalol, catecol, acido clorogénico, acido cafeico,
3,4-dihidroxyfenilalanina.
Platano 2,4-dihidroxifeniletilamina (dopamina) leucodelfinidina, leucocianidina.
Cacao Catequin, leucoantocianidinas, ancianidinas, complejos de taninos.

Granos de café

Acido clorogénico, acido cafeico

Berenjena Acido clorogénico, acido cafeico, cido cumarico, derivados del acido cinamico.
Uva Catequin, &cido clorogénico, catecol, acido cafeico, 3,4-dihidroxyfenilalanina,
taninos, flovonoles, acido protocatecuico, resorcinol, hidroquinona, fenol.
Lechuga Tirosina, acido cafeico, derivados del acido clorogénico
Langosta Tirosina
Mango Dopamina-HCI, 4-metil catecol, &cido cafeico, catecol, acido clorogénico,
tirosina, 3,4-dihidroxyfenilalanina, p.cresol.
Champifién Tirosina, catecol, 3,4-dihidroxyfenilalanina, dopamina, adrenalina, noradrenalina.
Durazno Acido clorogénico, pirogalol, 4.metil catecol, catecol, &cido cafeico, 4cido galico,
catequina, dopamina.
Pera Acido clorogénico, catecol, catequina, acido cafeico, 3,4-dihidroxyfenilalanina,
acido 3,4.dihidroxibenzoico, p-cresol.
Ciruela Acido clorogénico, catequina, acido cafeico, catecol, 3,4-dihidroxyfenilalanina.
Papa Acido clorogénico, acido cafeico, catecol, 3,4-dihidroxyfenilalanina, p-cresol, &cid
hidroxyfenil propionico, m-cresol.
Camarén Tirosina
Camote Acido clorogénico, acido cafeico, cafeilamida
Té Flavonoles, catequinas, taninos, derivados del acido cinamico
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1.7 Derivados o-difendlicos de los acidos benzoico y cindmico
Estos compuestos fendlicos se encuentran ampliamente distribuidos en las plantas
ya que contribuyen en procesos vitales, tales como la formacion de las paredes celulares y

como precursores sintéticos de los flavonoides.?*%

Tabla 2: Principales compuestos derivados del acido benzoico y cinamico

Derivados del acido benzoico Derivados del acido cinamico
Protocatecuico Acido cumérico

Acido siringico Acido cafeico

Acido p-hidroxibenzoico Acido clorogénico

Acido vinilico Acido fertlico

Acido sinaptico

Acido rosmarinico

Con respecto a su capacidad antioxidante, los derivados del &cido cinamico
presentan mayor actividad que los derivados del acido benzoico y son por mucho la clase

1424 en especial el 4cido cafeico vy el 4cido

de antioxidantes mas comunes en las plantas,
clorogénico los que tienen entre sus funciones la regeneracion de tocoferoles.
El &cido clorogénico es el compuesto que se encuentra con mayor recurrencia en

2223 como en los frijoles, papas, manzanas, en las hojas de

una amplia gama de vegetales
tabaco, cebollas®® y en otros productos como los vinos, que resultan ser fuentes ricas de este
tipo de moléculas antioxidantes. 2" En general los antioxidantes fendlicos se encuentra en la

mayor parte de las especias que se usan para sazonar los alimentos como es el comino, el

anfs, el laurel y la canela.®?” ?’ Los compuestos fenélicos simples son capaces de regenerar
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los tocoferoles consumidos en los diversos procesos oxidativos del organismo, por
reduccion del radical tocoferilo, en presencia del 4cido ascérbico.® 2

Los compuestos fendlicos en presencia de metales de transicién como el Fe®, Fe** y Cu?*
pueden actuar como ligantes, inhibiendo los procesos de formacion de radicales *OH, por

medio de reacciones tipo Fenton.
Derivados del acido benzoico

OH o
HO
/
o OH
HO
OH

4cido p-hidroxibenzoico 2¢ide Protocatecuico

OH

acido vanilico
HO

HO Derivados del acido cinamico
o
CHg
acido sinapico
acido (o cumarico

acido cafeico acido ferulico

OH
OH

HO HO
OH

8 |
COOH O
HO  COOH acido rosmarinico

acido clorogénico

Figura 2. Compuestos fendlicos derivados del acido benzoico y del 4cido cindmico. °
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Los compuestos fenolicos previenen los procesos de iniciacion de la peroxidacion
lipidica ya que pueden reaccionar directamente con los radicales formados durante ésta,
tanto en la fase de iniciacion como en la de propagacion o con las especies reactivas de
oxigeno, con lo que cumplen la funcién de antioxidantes primarios. **La importancia de los
compuestos fendlicos como agentes antioxidantes es vital para la defensa del organismo
contra las especies reactivas de oxigeno, sin embargo, la abundancia de este tipo de
compuestos, hace que el producto alimenticio sea susceptible a un proceso de deterioro
adicional a la peroxidacion lipidica y que suele ser igual de destructiva con las propiedades
organolépticas y nutricionales de los alimentos, este otro proceso se conoce como
oscurecimiento enzimatico, en el que los compuestos fenolicos, son precisamente los

sustratos del proceso de deterioro enzimatico.*

1.8 Oscurecimiento en productos alimenticios.

El color en los alimentos es un factor muy importante, incluso antes de comprarlos y
poder probarlos, genera una expectativa de lo que se puede esperar, ya que es la Unica guia
que se tiene para inferir la calidad de los producto basdndose en experiencias pasadas.
Desde que la preservacion y el procesamiento de los alimentos pasaron de la cocina
tradicional a la industria de alimentos se ha mantenido el deseo y la busqueda por preservar,
una vez que el alimento ha sido procesado, el color lo mas cercano al real. El
oscurecimiento en frutas, verduras y algunos crustaceos es un proceso comun, que puede
ser de origen enzimatico o0 no enzimatico y se caracteriza por la aparicion de colores que
van desde amarillentos hasta café oscuro en la superficie del producto expuesta al

31,31 El

ambiente. oscurecimiento tiene como resultado una modificaciéon en las

caracteristicas sensoriales y como consecuencia la calidad y vida de anaquel del producto
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disminuye.* Si bien en algunos productos como las hojas del tabaco o de té, éste no es un
proceso indeseable, en la mayoria de los casos se convierte en algo desfavorable ya que
afecta en gran medida el valor comercial del producto.?

La practica més utilizada para prevenir el oscurecimiento en alimentos es el
tratamiento térmico (escaldado), como parte del procesamiento, sin embargo, produce
diversas modificaciones quimicas algunas de las cuales repercuten en descomposicion y
que también pueden interaccionar entre si de manera compleja para generar nuevos
compuestos.’® Ademas de esto, existen algunas frutas que no pueden ser escaldadas debido
a su delicado tejido que puede romperse durante el proceso, es por esto que se buscan
alternativas para prevenir el oscurecimiento oxidativo que ocurre principalmente durante
las operaciones de cortado o pelado. Actualmente en lugar de escaldar se utiliza tratamiento
con sulfito o la acidificacion de las frutas, el uso del primero de ellos debe ser muy
cuidadoso por que presenta problemas de toxicidad, mientras que el otro método modifica
el sabor de los alimentos.?

También se utilizan técnicas de procesamiento o empaque que excluyen al oxigeno

0 incorporan sustancias quimicas apropiadas para evitar las reacciones de oxidacion.*

1.8.1 Oscurecimiento enzimatico

Este tipo de oscurecimiento se lleva a cabo cuando las células que componen al
alimento se fracturan ya sea por un cambio brusco de temperatura (como ocurre con los
alimentos congelados) o por medios mecanicos (como la agitacion o el corte con algun
instrumento). Estos llevan a la ruptura de los diversos compartimentos celulares
ocasionando que los compuestos fendlicos se liberen de sus vacuolas y entren en contacto

con las enzimas citoplasmicas, las que en presencia de oxigeno del aire inician el proceso
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de oxidacion. Las enzimas causantes de catalizar este proceso de oxidacion se conocen
genéricamente con el nombre de polifenol oxidasas. Se encuentran generalmente en los
cloroplastos y en algunos casos presentan formas solubles en el citoplasma, su tamafio varia

de 57 a 62 kDa 393133

1.8.2 Métodos empleados contra el oscurecimiento enzimatico.

Para evitar los efectos indeseables del oscurecimiento enzimético se han desarrollado
gran cantidad de procedimientos, los cuales se dividen en tres grupos:

a) Metodos de proteccion fisicos.

b) Métodos de proteccion contra el oxigeno.

c) Meétodos quimicos.

Los métodos de proteccidn fisicos se basan en cambios en la temperatura del producto,
principalmente se aplica el tratamiento térmico ya que inhibe la actividad enzimética de la
polifenol oxidasa, muy a menudo se usa en hongos y en rebanadas de manzana y pera.

El fundamento de los métodos de proteccion contra el oxigeno es mantener lo mas
alejado posible al oxigeno del producto alimenticio y con ello evitar que actie como
cofactor de las enzimas polifenol oxidasa. Esto se logra realizando un cerrado hermético o
con atmosferas modificadas en los empaques, como es el caso de atmdsferas de CO, 6 N,
donde este Gltimo ha resultado ser mas efectivo debido a que conserva mejor el sabor y
aroma de los productos. Se ha observado que una presion de aproximadamente 380 mm de
Hg es suficiente para mantener a la mayoria de los alimentos en buen estado. La utilizacion
de presiones demasiado bajas afecta la textura y la apariencia de los alimentos.

Los métodos quimicos generalmente son costosos, la mayoria no se consideran inocuos,

ademas, suelen alterar las propiedades organolépticas de los alimentos. Se clasifican de
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acuerdo con su modo de accién primario en compuestos reductores, agentes quelantes,
agentes acidulantes, ccompuestos inhibidores de la polifenol oxidasa, tratamientos

enzimaticos y formacién de complejos con los sustratos de la polifenol oxidasa. > %% %

1.9 Polifenol Oxidasa

Son un grupo de enzimas que contienen en su centro activo dos atomos de cobre
unido cada uno a tres residuos de histidina, catalizan la oxidacién de compuestos
polifendlicos en presencia de oxigeno molecular, los cuales son los responsable del
oscurecimiento enzimatico que ocurre durante la recoleccion, manejo, procesamiento y/o
almacenamiento de muchos vegetales.

Existen tres tipos de enzimas polifenol oxidasas, las cuales poseen diferentes
actividades relacionadas entre si. La primera es la catecol oxidasa u o-difenol oxigeno-
oxidoreductasa; lacasa o p-difenol: oxigeno-oxidoreductasa y por ultimo, la cresolasa o
monofenol monooxigenasa. La primera de ellas cataliza dos tipos de reacciones (Figura 2):
la hidroxilacion de monofenoles para dar o-hidroxifenoles (actividad cresolasa) y la
oxidacion de estos compuestos a 0-quinonas; la segunda cataliza la reaccion de oxidacién
tanto de o-hidroxifenoles como de p-hidroxifenoles a sus respectivas quinonas y la Gltima
de ellas cataliza la reaccién de hidroxilacién de monofenoles.®

La polifenol oxidasa y los fenoles son directamente responsables de algunos de los
pardeamientos enzimaticos en frutas y hortalizas, se ha informado que sus niveles pueden
cambiar durante el desarrollo del fruto y maduracion que puede influir en la posibilidad de

dafios en la fruta.®*

Elisa Maria Mejia Jacome 20



Facultad de Quimica, UNAM 1. Introduccién

OH OH 1/ Oy ﬂ
COH  PPO actividad 0
T "2 O ‘ T catecolasa ‘ &
= PPO actividad = } e
cresolasa Ho0
R R R

Figura 3. Reacciones de oxidacién de sustratos fenélicos por la PPO.!

El pH Optimo de estas enzimas es variable y se encuentra en el intervalo de 4 a 7
dependiendo de la fuente de donde se obtiene la enzima y de la proporcién de isoenzimas.
Las polifenol oxidasas son sensibles al calor, ya que a temperaturas mayores a 70 °C se
inactivan y muestran su mayor resistencia al calentamiento alrededor de pH = 6, por lo que
el calentamiento acompariado de valores inferiores de pH, suele ser efectivo en su
inactivacion.

Entre la amplia cantidad de compuestos fendlicos que se encuentran en frutas y
verduras, s6lo los monofenoles o difenoles sirven como sustratos directos de la polifenol
oxidasa. Se cree que en este tipo de reacciones catalizadas por la polifenol oxidasa el
oxigeno se une primero a la enzima.

Los derivados del acido cafeico y de los 3-flavonoles son comunmente los mejores
sustratos. Otras clases de compuestos fenolicos como son las flavonas y taninos son
sustratos de carécter débil, debido probablemente al impedimento estérico ocasionado por
el tamafo propio de estos compuestos y de sus diversos sustituyentes; si bien esta clase de
compuestos no son sustratos directos pueden causar gran parte de este oscurecimiento

actuando en reacciones de oxidacién acopladas.®
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Sustrato Estructura
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Figura 4. Principales sustratos de la polifenol oxidasa. ¥*¢*’
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Las quinonas provenientes de la reaccion enzimética de las polifenol oxidasas son
muy reactivas y pueden formar una gran cantidad de compuestos coloridos por medio de
sus reacciones con otros componentes nucleofilicos presentes en el medio celular. Lo que
produce compuestos de alto peso molecular, conocidos como melaninas que son los

compuestos que imparten la coloracion amarillo-café al alimento.

1.10 Aspectos generales de las ciclodextrinas

Las ciclodextrinas también llamadas cicloamilosas, ciclomaltosas o dextrinas de
Schardinger en honor a su descubridor, son compuestos oligosacaridos ciclicos de o-D-
glucopiranosa se encuentran unidas por enlaces de tipo a-(1-4). Las mas comunes son los
tipos a-,3- y y-, que son los oligbmeros de 6, 7 y 8 unidades respectivamente, también

existen de tamafios mayores como la 6-CD y la &-CD, sin embargo, éstas carecen de
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Figura 5. Estructura de las a-,B- y y-ciclodextrinas.*’

Se obtienen a partir del almidon gracias a la accion de la enzima ciclodextrina

glicosil transferasa (CGTasa), que es producida por el microorganismo Bacillus macerans,
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el cual degrada la fraccion amilasa hidrolizando la hélice y enlazando los extremos,

formando de esta manera oligosacaridos ciclicos.**

e S

<l -{ CGT ws
o—T B
_..:p"n F‘“}LIH-L‘I?.\L/};V-

Figura 6. Degradacion del almidén y formacién de ciclodextrinas.*

Estructuralmente, debido a la falta de rotacion entre los enlaces que unen a las
unidades de glucopiranosa, las ciclodextrinas tienen la apariencia de conos truncados
(Figura 6), donde la superficie externa es de caracter hidrofilico, debido a que los grupos
hidroxilo que conforman a las glucopiranosas se encuentran dispuestos al exterior. Mientras
que el interior de estas cavidades es de caracter hidrofobico*" debido a la presencia de
hidrogenos provenientes de los grupos Cs-H, Cs-H y metileno, ademas del oxigeno. Esto les

permite la inclusion en su interior de compuestos organicos apolares o parcialmente
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polares, como es el caso de los derivados del 4cido cindmico*? y muchos otros compuestos

organicos.

Su tamafio es muy importante, han sido estudiadas como moléculas anfitrionas o
acarreadoras, se ha determinado que si son muy pequefias como la a-ciclodextrina, algunas
moléculas huésped no podran ser incluidas y al ser muy grandes podra albergar a mas de

una, lo que provoca una disminucion en la estabilidad del complejo de inclusién.

1.10.1 Propiedades Fisicoquimicas de las ciclodextrina.

Fisicamente las tres principales ciclodextrinas son compuestos en forma de un polvo
blanco e higroscdpico, sus puntos de fusion se encuentran entre 240°C y 250°C, lo que se
debe a su estable red estructural.** Son altamente solubles en agua, a excepcién de la B-
ciclodextrina que posee una solubilidad menor a la de sus analogos de 6 y 8 unidades,
debido a la presencia de grupos (OH) presentes en los carbonos C,, C3 y Cg los cuales
forman enlaces de hidrégeno con el agua. Sin embargo, los grupos (OH) presentes en el C,
también pueden enlazarse con los OH del C; de la unidad de glucopiranosa adyacente,
formando un cinturén de enlaces de hidrégeno intramolecular.”*** Debido a que la p-
ciclodextrina se compone de siete unidades de glupiranosa es menos simétrica con respecto
a las a- y y- ciclodextrinas lo que da como resultado una estructura compacta y rigida que
no tiene una adecuada interaccion con los puentes de hidrogeno al formarse los enlaces de
hidrégeno intramoleculares, dando por tanto, una menor solubilidad.*>*

Las principales propiedades fisicas de las ciclodextrinas se encuentran resumidas en la

(Tabla 3).
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Tabla 3. Principales propiedades fisicas de las CDs.*"

Propiedades

Ciclodextrinas.

a B y
Unidades de glucopiranosa. 6 7 8
Masa molar (g/mol). 973 1135 1297
Diametro de la cavidad (A). 47-53 | 6.0-65 | 7.5-8.3
Temperatura de descomposicién (°C). 250 — 260 | 255 — 265 | 240 — 245
Solubilidad en agua (g/100 mL H,0O a 25 °C 14.50 1.85 23.20
Solubilidad en agua (mM). 149.02 16.30 178.87
Rotacion de la luz polarizada. 150 162.5 177.4
Profundidad de la cavidad (A). 7.9 7.9 7.9
Diametro de la periferia (A). 14.6 15.2 17.5
Volumen aproximado de la cavidad de la periferia 174 262 972
por molécula (A®).
Volumen aproximado de la cavidad de la periferia 0.10 0.14 0.20
por gramo (A3).
Moléculas de H,O en la cavidad 8 11 17

1.10.2 Degradacion y toxicidad de las ciclodextrinas.

En el tracto digestivo la degradacién de las ciclodextrinas sigue la misma via que la
de los hidratos de carbono, las a- y - ciclodextrinas son resistentes a la degradacion por el
acido estomacal por lo que son hidrolizadas en el colon, mientras que la y- ciclodextrina es
digerida en la parte superior del tracto gastrointestinal por enzimas pancreaticas. Los
metabolitos primarios de la digestion de las ciclodextrinas son glucosa y oligosacaridos de
maltol que son metabolizados y absorbidos de la misma manera que el almidon. Se ha
documentado que una minima fraccion de a- y B- ciclodextrinas puede ser absorbida
intacta en la parte superior del intestino delgado por transporte pasivo, lo que puede
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provocar la formacion de complejos con sustancias de origen sintético o bioldgico,
nutrimentos, esteroides o sales biliares produciendo descompensacion de tales compuestos
en el organismo. Sin embargo, esto s6lo ocurre cuando se usan en dosis muy altas.** El
DLso en ratas via oral es de 12.5, 188 y 8 g/kg para a-, B- y y- ciclodextrinas

respectivamente, lo que no origina una toxicidad aguda.

1.10.3 Principales usos de las ciclodextrinas
Una de las propiedades més significativas de las a-, B- y y- ciclodextrinas es la
posibilidad de formar complejos de inclusion con diversas moléculas organicas, lo que les

ha dado una amplia gama de aplicaciones especialmente en la industria farmacéutica*?*’

y
de alimentos,*® debido a su toxicidad préacticamente nula.

En la industria alimenticia se usan como conservadores de sabores y colores de
origen vegetal y animal, evitan la degradacién de sus componentes esenciales como
vitaminas y algunos &cidos grasos. 4048

Se usan en la industria cosmética para formular perfumes y desodorantes con el fin
de que el olor perdure mas*, ésta misma caracteristica se usa para evitar olores
desagradables en algunos pesticidas controlando al mismo tiempo su liberacion'*2.
Actualmente el campo de aplicacion méas amplio de estos compuestos y algunos de sus
derivados, principalmente de la B- ciclodextrina es la industria farmacéutica donde son

usados principalmente para aumentar la solubilidad acuosa, estabilidad, absorcion y

biodisponibilidad y para prevenir la interaccién farmaco-farmaco o farmaco-aditivo. 4
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1.10.4 Formacion de Complejos de Inclusion entre Ciclodextrinas y Moléculas
Organicas

Un complejo de inclusion es la asociacion entre una molécula huésped, que es
susceptible de incluirse por su tamafio y polaridad, en una molécula anfitrion, se caracteriza
por la ausencia de enlaces quimicos covalentes. Particularmente, en el caso de las
ciclodextrinas el fendbmeno de inclusion consiste basicamente en la sustitucion de las
moléculas de H,O que se encuentran dentro de su cavidad, por un huésped menos polar
creandose de esta manera una interaccion no covalente entre el huésped y la ciclodextrina.

El fenébmeno de complejacion esta basado en la relacion estructura y selectividad de las

moléculas involucradas, asi como de los parametros que influyen en la incorporacion del
huésped tales como:

a) Sustitucién de las interacciones apolares-polares de las moléculas de H,O por las
del sustrato con la cavidad hidrofdbica de la ciclodextrina y formacién de las nuevas
interacciones tipo Van der Waals

b) Liberacion de la tension del anillo durante la complejacion.

c) Estabilizacion energética por solvatacion ya que la hidratacion del complejo es mas
favorable que la de los componentes individuales.

d) Efectos estéricos ya que el volumen de alguna parte de la molécula o sus grupos
funcionales pueden impedir la formacion del complejo de inclusién

e) Propiedades electronicas ya que influyen directamente en la reactividad de las
moléculas las cuales pueden reaccionar con mayor rapidez que la reaccion de
formacion del complejo de inclusion.

Otros factores de importancia en la formacion de complejos de inclusién con

ciclodextrinas son la compatibilidad geométrica de la molécula huésped. Si el huésped no
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tiene el tamafio adecuado no se ajustard dentro de la cavidad de la ciclodextrina. La
estabilidad de los complejos de inclusion, estd en funcion del caracter hidréfobo del
sustrato, moléculas altamente hidrofilicas no formarian complejos de inclusion con
ciclodextrinas y si los formaran la interaccién seria muy débil. También la temperatura y el
disolvente juegan un papel importante. 3*“°

La formacion de complejos en disolucion es un proceso que se encuentra en un
equilibrio dindmico, por lo tanto el huésped continuamente se asocia y disocia del anfitrion,
en tanto que la velocidad de la reaccidn directa, se iguala a la velocidad de la reaccion

inversa.

CD+G#CD-G
b

Donde G es la molécula huésped y CD-G es el complejo de inclusion, la estabilidad
de este complejo esta descrita en términos de la constante de formacion (Kf) o de su
constante de disociacion (Kg). Este proceso es energéticamente favorable debido a la
formacion de interacciones entre el huésped y la cavidad.

El proceso de inclusion de moléculas organicas con ciclodextrinas por lo general da
lugar a una modulacién de las propiedades fisico-quimicas de las moléculas involucradas,
tales como aumento de la solubilidad, mejor estabilidad quimica, reduccién de la toxicidad,

etc.505!
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Capitulo 2. Hipotesis y Objetivos
Hipotesis

Los compuestos o-difendlicos al incluirse en las ciclodextrinas experimentan
modificaciones en sus propiedades fisicas y quimicas. Por lo tanto, se propone que su

oxidacion causada por la enzima polifenol oxidasa disminuya, haciendo que el

oscurecimiento enzimatico en frutas y verduras que los contienen, se demore.

Objetivo General
e Investigar por métodos electroquimicos y técnicas de simulacion el mecanismo de
interaccion huésped-anfitrion en la inclusion en a- y B- ciclodextrinas de tres
compuestos o-difendlicos naturales, los &cidos clorogénico, protocatecuico y

cafeico, con el prop6sito de inhibir o retardar su oxidacién enzimatica.

Objetivos Particulares

e Determinar el comportamiento electroquimico en la oxidacion de los tres
compuestos o-difendlicos en medio de cloruro de potasio acuoso.

e Investigar por simulacion digital los resultados obtenidos por voltamperometria
ciclica para dilucidar el mecanismo de oxidacion de los compuestos o-difendlicos.

e Estudiar la variacion de los parametros electroquimicos de los compuestos o-
difenolicos por la adicion de las ciclodextrinas.

e Conocer la eficiencia del proceso de inclusion de los compuestos o-difenolicos en
cada una de las ciclodextrinas y determinar las constantes de formacion del

complejo de inclusion ciclodextrina-compuestos o-difendlicos.
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e Determinar a través de analisis estadistico si existe diferencia significativa en la
determinacion de las constantes de formacion de los complejos de inclusion por las
técnicas de voltamperometria ciclica y calorimetria y la preferencia de inclusion de
los compuestos o-difendlicos en una u otra ciclodextrina.

e Observar el grado de oscurecimiento enzimatico en matrices bioldgicas por adicion

de ciclodextrinas.
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3.1 Equipo y material empleado

Los experimentos de voltamperometria ciclica se realizaron en un potenciostato
Autolab© modelo PGSTAT 100 acoplado a un ordenador que contiene el software GPES©
con el que se logré almacenar, visualizar y analizar los datos obtenidos.

La simulacion digital se llevo a cabo utilizando el software DigiElch 4.F

Para el pesado de los reactivos se utilizd una balanza marca Scaltec© modelo SBC 21 la
cual permite pesar con precision de décimas de miligramo.

Se utiliz6 un sonicador Cole Palmer© modelo 8891 para la solubilizacion de las muestras.
Para trabajar a temperatura constante, las muestras se colocaron en una celda enchaquetada
de 15 mL la cual se unid a un recirculador de marca Termo Scientific© modelo Nestlab
RTE 7.

Se utilizaron electrodos de la marca BAS, el electrodo de trabajo utilizado fue de
carbén vitreo, el de referencia fue de Ag/AgCl el cual se encontraba sumergido en una
solucién de KCI 3M, finalmente como contraelectrodo se utilizé un alambre de Pt el cual se
encontraba enrollado con la finalidad de incrementar su superficie.

Para el pulido del electrodo de trabajo, se utiliz6 alimina marca Leco© con tamafio de
particula de 0.05 um, y suspensiones de alimina marca Buéhler © de 5.0, 1.0 y 0.3 um.
Para la adicion de la disolucion de a-ciclodextrina se utilizO una micro pipeta marca

labopette© de capacidad 10-100 pL.
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Electrodo de

~a
Electrodo de referencia

Contraelectrodo

Tubo de teflén para=—>

Celda con temperatura—

Figura 7. Celda electroquimica para los experimentos de voltamperometria ciclica.

3.2 Reactivos
Se utilizaron tres compuestos o-difenolicos.
 Acido protocatecuico, PTC (4cido 3,4-dihidroxibenzoico, No. CAS 99-50-3, 154.12
g/mol). (Sigma-Aldrich).
e Acido cafeico, CAF (4cido 3,4-dihidroxicinamico, No. CAS 331-395, 180.16
g/mol). (Sigma-Aldrich).
e Acido clorogénico, CGN (4cido 1,3,4,5-tetrahidroxiciclohexano 3-carboxilico (3,4-
dihidroxicinamato, No. CAS 6001-76-9, 363.32 g/mol). (Fluka).
Se emplearon a- y B-ciclodextrinas de Sigma-Aldrich y sus especificaciones son las
siguientes:
e q-ciclodextrina No.CAS 10016-20-3, 972.84 g/mol.
e pB-ciclodextrina No CAS 7585-39-3, 1134.98 g/mol
Se utilizo KCI. CAS 7447-40-7, 74.55 g/mol.

Para el burbujeo de las soluciones se uso nitrégeno de alta pureza (99.999 %) de Infra.
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3.3 Metodologia:

La preparacion de las muestras para voltamperometria ciclica se realizd de la
siguiente manera.

Inicialmente se peso la cantidad adecuada del compuesto o-difendlico para obtener
10 mL de disolucién cuya concentracion final aproximada, en el caso de &cido clorogénico
y del &cido protocatecuico, fuera 1 mM y de 0.7 mM para el acido cafeico; este solido se
colocaba en un matraz aforado de 10 mL de capacidad, aforandose con la solucion de KCI
1M. Posteriormente, se sometia a sonicacion para obtener una disoluciéon homogénea. En el
caso de los &cidos clorogénico y protocatecuico el tiempo de sonicacion fue de 90
segundos, mientras que para el acido cafeico eran necesarios 10 minutos. Una vez lista la
disolucién a estudiar ésta se burbujeaba por un periodo de 30 minutos con nitrégeno de alta

pureza.

3.3.1 Preparacion de las ciclodextrinas

La a-ciclodextrina presenta una alta solubilidad por lo que cada vez que se utilizo
fue posible realizar una dilucién de concentracion 0.1M, la cual se prepard pesando la
cantidad adecuada de ella, posteriormente se colocaba en un matraz aforado de 2 mL y se
aforaba con la misma solucién del compuesto o-difenolico a estudiar, finalmente se sometia
a sonicacion por un periodo de 90 segundos.

La B-ciclodextrina presenta menor solubilidad que la a-ciclodextrina por lo que no
fue posible realizar una disolucién previa, debido a esto se pesaban 0.0113 g +/- 0.0005 g

justo antes de cada adicién.
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Sistema de electrodos
e Electrodo de trabajo:
Antes de comenzar cualquier determinacion el electrodo de carbdn vitreo se pulia con
alimina de tamafio de particula de 0.05 um, el exceso de ésta se eliminaba con agua
destilada y sonicacion por 30 segundos. Ademas, entre cada analito estudiado, el
electrodo de trabajo se pulia con suspensiones de alimina de distintos tamafios de
particula (5.0, 1.0, 0.3 y 0.05 um), el pulido se llevaba a cabo utilizando las aliminas en
orden descendente, es decir, se utilizaba primero la de mayor tamafio y se terminaba de
pulir con la que presentaba el menor tamafio de particula, entre cada pulido se retiraba
el exceso de alimina con agua destilada.
e Acomodo de electrodos:

Los tres electrodos se colocaron en una celda enchaquetada no dividida (figura 7).

3.3.2 Determinaciones voltamperométricas

Previo a la determinacién voltamperométrica, la disolucion del compuesto o-
difendlico contenida dentro de la celda se sometia durante 30 minutos a burbujeo con
nitrégeno de alta pureza. Pasado dicho periodo se colocaba el sistema de tres electrodos y
se suspendia el burbujeo.

Para cada disolucion del compuesto estudiado se obtuvieron voltamperogramas por
duplicado a las siguientes velocidades de barrido, 0.1, 0.2, 0.3, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 5.0 y 10
V/s. Entre cada determinacién, mientras se pulia el electrodo de trabajo, se continuaba
burbujeando la disolucion por 30 segundos para mantener una atmosfera de nitrégeno y de

ésta manera mantenerla libre de oxigeno.

Elisa Maria Mejia Jacome 37



Facultad de Quimica, UNAM 3. Experimental

Una vez obtenida la serie de experimentos a todas las velocidades de barrido de las
soluciones de compuestos o-difendlicos, se comenzaba a agregar gradualmente la
ciclodextrina. La disolucion 0.1M de a-ciclodextrina se afiadia de 50 en 50 uL con ayuda
de una micropipeta, hasta dejar de observar cambios en las corrientes de los picos. Para el
caso de la B-ciclodextrina ésta se pesaba (0.012g +/- 0.002g) y agregaba en el momento de
llevar a cabo la voltamperometria, se realizaron un total de 10 adiciones hasta llegar a 10
mM. Los voltamperogramas se obtenian por duplicado, y se realizaban las determinaciones

desde la velocidad de barrido mas baja (0.1 V/s) hasta la mas alta (10 V/s).
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4.1 Mecanismo de la oxidacion electroquimica de los &cidos o-difenolicos
protocatecuico, cafeico y clorogénico por voltamperometria ciclica.

Los potenciales de oxidacion o de reduccion de los compuestos protocatecuico,
cafeico y clorogénico determinados en este trabajo se midieron por voltamperometria
ciclica a 25°C usando un electrodo de carbdn vitreo en agua como disolvente y KCI 0.1M
como electrolito soporte.

Los voltamperogramas de los tres acidos o-difendlicos se muestran en la figura 8.
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Figura 8. Voltamperogramas ciclicos representativos del comportamiento electroquimico
de los acidos a)protocatecuico, b) clorogénico y c) cafeico, en medio de KCI 0.1 M a 0.1V/s

y 25°C.
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Para investigar el posible mecanismo de reaccion, se determinaron los
voltamperogramas de los acidos o-difendlicos. Se encontré que se oxidan en un proceso
irreversible a sus correspondientes quinonas por la transferencia de dos electrones y la
pérdida de dos protones. En este medio electrolitico su potencial de oxidacién estuvo
comprendido entre 0.486 y 0.561 V, en tanto que la reduccion se encontrd entre los
potenciales 0.295 y 0.352 V, las corrientes de pico y el AEp confirman la irreversibilidad
del proceso Tabla(4).

Tabla 4. Potenciales de oxidacion y de reduccién de los compuestos o-difendlicos en
medio acuoso de KCI 1.0 M obtenidos a 0.1 V/s.

Compuesto Epa (V)  Epxc (V) AEp (V)
Acido protocatecuico  0.561 0.352 0.209
Acido cafeico 0.486  0.295 0.191

Acido clorogenico 0.529 0.334 0.195

Teniendo en mente los valores de pKa de los acidos fendlicos, que son 4.35, 4.43 y
3.34 para PTC, 8.79, 8.69 para CAF y 8.6, 5.5 para CHL en medio de KCI 1.0 M, se hace
evidente que los grupos carboxilicos, -COOH se encuentran en su forma disociada, en tanto
que los grupos hidroxilo -OH de los fenoles estan en su forma no disociada. Por lo tanto, se
descartd cualquier trayectoria de oxidacion involucrando la disociacion previa de los -OH
fenolicos, lo que condujo a la exclusion de varios posibles mecanismos de reaccién. A
partir de los razonamientos anteriores, Unicamente se consideraron los mecanismos que se
presentan en la tabla 5, los cuales podrian utilizarse para explicar la oxidacion de los

compuestos o-difendlicos a sus quinonas bajo las condiciones experimentales empleadas.
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Tabla 5. Posibles mecanismos® propuestos para la oxidacion de los acidos o-difenélicos

(PTC, CAF y CHL, representados de manera general como H,Q").

H:Q = HQ " +e | (2) | H:Q= HQ " +e | (2) | HQ = HQ +e | (2)
HQ" = HQ™ +e” | (3) | HQ" = HQ+H" | (6) | HQ"= HQ+H" | (§)
HQ™ = HQ'+H" | (4) | HQ'= Q +H" | (7) | HQ = HQ"+e | (9)
HQ" = Q+H" | (5 | Q" =Q+e | (9 HQ = Q+H’ ®)

%E” ejemplifica un paso electroquimico y “C” un paso quimico. "Medio KCI 1M. °Ntimero de reaccion.
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Figura 9. Posibles rutas de oxidacién de compuestos fendlicos. H,Q representa a los acidos

protocatecuico, cafeico y clorogenico, Q a sus respectivas quinonas.
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4.2 Simulacion digital

Para determinar por cual de estos tres posibles mecanismos de reaccion se lleva a
cabo la oxidacién de los compuestos o-defenolicos en presencia de las ciclodextrinas, se
utilizé la técnica de simulacion a partir del modelo cinético de Butler-Volmer, teniendo
como parametros ajustables para las reacciones electroquimicas el potencial de oxidacion o
de reduccion (E°1), la constante heterogénea de transferencia de electrones (ks) y el
coeficiente de transferencia (a). Para las reacciones quimicas los parametros ajustables
fueron las constantes de equilibrio (K) y las constantes de velocidad para la reaccion directa
e inversa (Kq Yy Ky, respectivamente).

La concentracion de H* que se introdujo en el programa de simulacion se determind
experimentalmente a partir del pH de las soluciones del &cido o-difendlico correspondiente,
en el medio de KCI 1 M. El coeficiente de difusion (D) se dej6 también como un parametro
ajustable, con el mismo valor para las diferentes especies, excepto para el H', para el cual
se utiliz6 un valor de 9.3x10-5 cm?/s.

Se estudié cada uno de los mecanismos descritos en la tabla 5 comparando los
voltamperogramas experimentales de los diferentes acidos o-difendlicos en su forma libre
con los voltamperogramas obtenidos por medio de simulacion digital. Después del analisis
de los tres compuestos o-difendlicos y probando una serie de combinaciones de parametros
(con la ayuda de la herramienta “fitting routine” del programa DigiElch), se llegd a la
conclusion de que tanto el mecanismo ECCE, representado por las reacciones (2), (6)-(8)
(linea verde ), como el mecanismo ECEC, representado por las reacciones (2), (6), (9) y (5)

(linea azul), producen muy buena concordancia con los voltamperogramas experimentales.
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La Figura 10 muestra ejemplos de los voltamperogramas ciclicos obtenidos por

simulacion y los obtenidos experimentalmente de los tres acidos o-difendlicos en estudio.

a b i
) 60F ) 20
Ok
i (UA) Or
60| | (1A)
200
120t
1 N 1 ‘Iax N 1 310 V/$ P
180 10 08 06 04 02 0.0 -02 400708 06 04 02 00 0.2
E (V) vs. AgCl/ Ag E (V) vs. AgCl/Ag
C) 60
30
0_
i (WA)q
64
| 0.2 V/s
_gc 1 1 a.I 1 1 1

10 08 06 04 02 00 -u2
E (V) vs. AgCl/ Ag

Figura 10. Voltamperogramas ciclicos representativos (corridos a diferentes velocidades de
barrido a 25°C, en medio de KCI 0.1 M) del comportamiento electroquimico de los acidos:
a)protocatecuico; b) cafeico y c) clorogenico, representados por linea negra. Simulaciones
de acuerdo a los mecanismos ECCE (linea verde) y ECEC (linea azul) descritos en la Tabla
5.
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El perfecto ajuste entre los voltamperogramas experimentales y los obtenidos por
simulacion indican que para los tres acidos o-difenolicos, tanto el mecanismo ECCE como
el ECEC, explican adecuadamente el paso de H,Q a Q, por lo que se puede trabajar con
cualquiera de estos mecanismos para determinar las constantes de formacion de los

compuestos de inclusion de los acidos o-difendlicos con las ciclodextrinas (vide infra).

4.3 Oxidacion de los acidos o-difendlicos, protocateuico, cafeico y clorogénico en
presencia de a- y B-ciclodextrinas.

Se determind el comportamiento voltamperométrico de soluciones acuosas de los
acidos protocatecuico, cafeico y clorogénico en presencia de concentraciones crecientes de
a- y B-ciclodextrinas en concentraciones comprendidas entre 0.05 y 10.0 mM. En las

figuras (10-15) se muestran los voltamperogramas experimentales obtenidos.

40 -

——8.88 mM
35 + ——No CD
30 4 1.37 mM

25+
20 +
15 4
10 4

5

0
54
-10 4
-15 4
-20 4

(1A

02 00 02 04 06 08 10
E (V) vs. AgCIl/Ag

Figura 10. Voltamperogramas ciclicos representativos del comportamiento electroquimico

del &cido protocatecuicoen concentracion de 0.98 mM, la linea roja pertenece al compuesto

libre (sin adicion de ciclodextrina). Todos los deméas voltamperogramas ciclicos pertenecen
al aumento progresivo de B-ciclodextrina en la solucion del acido protocatecuico.
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Figura 11. Voltamperogramas ciclicos representativos del comportamiento electroquimico
del &cido protocatecuico en concentracion 1.04 mM, la linea roja pertenece al compuesto
libre (sin adicion de a-ciclodextrina). Todos los demas voltamperogramas ciclicos

pertenecen al aumento sucesivo de a-ciclodextrina en la solucion de &cido protocatecuico.
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02 00 0.2 0.4 0.6 0.8
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Figura 12. Voltamperogramas ciclicos representativos del comportamiento electroquimico
del acido cafeico en concentracion 0.72 mM, la linea roja pertenece al compuesto libre (sin
adicion de B-ciclodextrina). Todos los demas voltamperogramas ciclicos pertenecen al

aumento progresivo de B-ciclodextrina en la solucion de &cido cafeico.
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Figura 13. Voltamperogramas ciclicos representativos del comportamiento electroquimico
del &cido cafeico en concentracion 0.73 mM, la linea roja pertenece al compuesto libre (sin
adicion deciclodextrina). Todos los demas voltamperogramas cilicos pertenecen al aumento

gradual de a-ciclodextrina en la solucion de &cido cafeico.
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Figura 14. Voltamperogramas ciclicos representativos del comportamiento electroquimico
del &cido clorogenico en concentracion de 0.98 mM, la linea roja pertenece al compuesto
libre (sin adicion de B-ciclodextrina). Todos los demés voltamperogramas ciclicos

pertenecen al aumento progresivo de B-ciclodextrina en la solucion de acido clorogénico.
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Figura 15. Voltamperogramas ciclicos representativos del comportamiento electroquimico
del &cido clorogénico en concentracion 1.04 mM, la linea roja pertenece al compuesto libre
(sin adicion de a-ciclodextrina) Todos los demés voltamprogramas ciclicos pertenecen al

aumento sucesivo en moles de a-ciclodextrina en la solucion de cido clorogénico.

En todos los casos se encontrd que la adicion de a- o B-ciclodextrina, provoca una
disminucion sustancial en la corriente de los picos, asi como un incremento en el AEp (Epia
— Epic). Ademas se observé que el pico de oxidacion la, se desplazo6 a valores mas positivos
y el pico de reduccidn Ic a valores mas negativos.

En las figuras 10-15 se observa la disminucion en las corrientes de pico Ipa e Ipc, la
cual es caracteristica de la formacion de complejos de inclusion y se debe a que la inclusion
del huésped (&cido o-difendlico) en la cavidad de la ciclodextrina disminuye su coeficiente
de difusion (D) con respecto a la forma libre y debido a que la corriente y el coeficiente de
difusién son inversamente proporcionales, el resultado es una disminucién en la corriente. *
Asi mismo, esta disminucion en la corriente se debe a que hay una menor concentracion del

analito libre en la disolucioén.
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4.4 Caracterizacion voltamperomeétrica de los complejos de inclusion entre los acidos
fendlicos y las ciclodextrinas. Constantes de formacion.

Los experimentos voltamperométricos ponen de manifiesto la formacion de
complejos de inclusion entre los acidos o-difendlicos (H2Q) y las ciclodextrinas, la reaccion
de formacion de los complejos se presenta a continuacion.

H,Q+nCD = H,Q-nCD  Ki ..(1)

En donde K; corresponde a la constante de equilibrio para la formacion del
complejo y n es el nimero de moléculas deciclodextrina.

Para determinar las constantes de formacion (Ky) de los complejos de inclusion, los
voltamperogramas experimentales obtenidos de las soluciones acuosas de los &cidos
protocatecuico, cafeico y clorogenico en presencia de concentraciones crecientes de o- y B-
ciclodextrinas (figuras 10-15) se compararon con los voltamperogramas obtenidos por
simulacion digital. EI mecanismo de reaccion que se decidio utilizar a partir de los
resultados anteriores fue el mecanismo ECEC, haciendo las siguientes consideraciones:

e Unicamente el compuesto o-difendlico libre (H.Q) es electroactivo por lo que puede
reaccionar con el electrodo.

e EIl compuesto o-difendlico libre se oxida por el mecanismo ECEC, como se ha
encontrado en estudios de estos compuestos en ausencia de ciclodextrinas.

e Seasumio que los valores de los parametros de simulacion obtenidos en ausencia de
ciclodextrina no cambian en presencia de ésta.

e La velocidad de las reacciones de asociacion y disociacion de los acidos o-

difendlicos con la ciclodextrina son rapidas.
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e La constante de formacion usada en la simulacién es sélo para una especie del acido
o-difendlico. Es decir, las especies acido carboxilico y carboxilato se asume que se
comportan igual.

e El producto de la oxidacién, el derivado o-benzoquinona libre, puede también estar
unido a la ciclodextrina.

Por lo tanto, la reaccién (1), con n =1, se introdujo en el programa DigiElch, junto
con la secuencia de reacciones (2)-(6)-(9)-(5), correspondientes al mecanismo ECEC. Se
considerd también, que en la escala de tiempo del experimento, las constantes de rapidez
para la formacién del complejo son lo suficientemente rapidas como para mantener el
equilibrio, de tal forma que los valores de estas constantes se fijaron en el limite de la
difusion (~108 M™ s™), dejando la K como el Ginico parémetro ajustable de la reaccion (1).
Asi, el valor de K se fue modificando sistematicamente en el programa de simulacion,
hasta encontrar la serie de pardmetros que proporcioné la mejor concordancia a lo largo de
todos los voltamperogramas ciclicos experimentales obtenidos en el intervalo de

concentraciones estudiado. Los resultados se muestran en las figuras 16 y 17.
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Figura 16. Voltamperogramas ciclicos experimentales (linea continua) del acido
protocatecuico 1.05 mM en 1.0 M de KCI en presencia de diferentes concentraciones de a-
ciclodextrina. Simulacion digital (linea con circulos) considerando el mecanismo ECEC y
la reaccion de complejacion (1), con los valores de K; y la relacion D./Ds descritos en la
Tabla 6.
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Figura 17. Voltamperogramas ciclicos experimentales (linea continua) del acido
clorogénico 1.17 mM en 1.0 M de KCI en presencia de diferentes concentraciones de -
ciclodextrina. Simulacion digital considerando el mecanismo ECEC y la reaccion de
complejacion (10), con los valores de Kty la relacion D/Ds descritos en la Tabla 6.

A partir de la simulacion se lograron obtener los valores de las constantes de
formacion (Ky) determinadas para cada uno de los &cidos fenolicos los cuales se presentan
en la Tabla 6. Cabe mencionar que durante la simulacion de los voltamperogramas ciclicos
en presencia deciclodextrina, se determind también el coeficiente de difusion del complejo

de inclusion, D¢, para lo cual se vario su valor sisteméaticamente hasta lograr un buen ajuste
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de la corriente de los picos. En tanto el coeficiente de difusion del compuesto libre, Dy, se

mantuvo en el valor determinado a partir de los voltamperogramas ciclicos en ausencia

deciclodextrina. Se observd que para todos los sistemas estudiados, el coeficiente de

difusion del complejo es aproximadamente 35-50% menor que el coeficiente de difusion

del huésped libre (H,Q) (Tabla 6).

Utilizando la técnica de titulacion calorimétrica también se determinaron las constantes de

equilibrio (Ky) para la formacion de los complejos de inclusion (tabla6).

Tabla 6. Constantes de formacion para los complejos de inclusion de los compuestos

o-difendlicos con a- y B- ciclodextrinas por voltamperometria ciclica y calorimetria.

Complejo Ki2(MY)  Ki®°(MY)  DJ/Ds?
PTC:aCD 5.0x10° 6.4x10° 0.35
PTC:pCD 7.5%x10° 3.6x10° 0.36
CAF:aCD 3.5x10° 1.3x10° 0.35
CAF:BCD 1.0x10° 4.8x10° 0.30
CHL:aCD 1.5x10° 7.9x10° 0.44
CHL:BCD 9.0x10° 1.2x10° 0.50

Determinados en medio acuoso de KCI 1.0 M a 25°C. Obtenidos por: ® simulacién

digital de los voltamperogramas ciclicos y ° por titulacién calorimétrica.
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4.5 Andlisis estadistico

Comparando los valores de las constantes de formacion obtenidos por
voltamperometria ciclica con los obtenidos por calorimetria se observa que practicamente
se encuentran en el mismo orden de magnitud y lo mismo pasa al comparar los valores de
las constantes obtenidas al aplicar a- o B-ciclodextrinas con el mismo acido o-difendlico.
Sin embargo, para verificar que no existe diferencia significativa entre los valores de las K¢
determinadas por cualquiera de los dos métodos utilizados y para conocer si existe
preferencia de inclusion entre una u otra ciclodextrina se realizaron los analisis de varianza
pertinentes.

En primer lugar se determind si existia alguna propension de los compuestos o-
difendlicos a estar incluidos en la a o en la B-ciclodextrina, para lo cual se consideraron los
valores de las constantes de formacion determinadas por medio de voltamperometria
ciclica. Asi, estos valores se agruparon entre los que se obtuvieron por adicion de o-

ciclodextrina y los que se obtuvieron por adicion de B-ciclodextrina (tabla 7).

Tabla 7. Constantes de formacion® para los complejos de inclusion de los compuestos

o-difendlicos con las a- y - ciclodextrinas.

Acido o-difendlico Kt obtenida agregando Kt obtenida agregando
a-CD B-CD.
Protocatecuico 5x10° 7.5x10°
Cafeico 3.5x10° 1x10°
Clorogénico 1.5x10° 9x10°

®Determinadas a partir de VC.
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A partir de estos valores se realizo el analisis estadistico que se presenta a
continuacion, marcando como hipotesis nula (Ho) que la inclusiéon de compuestos o-
difenolicos en a-ciclodextrina es igual a la inclusion de compuestos o—difendlicos en B-
ciclodextrina y como hipdtesis alterna (Hy) se propone que la inclusion de compuestos o-
difenolicos en a-ciclodextrina es diferente a la inclusion de compuestos o—difenolicos en B-

ciclodextrina.

La suma de cuadrados (SC) del total se calculé con la ecuacién 1:

SCrota = IX°— [(EXO)/N] (1)

¥X? es la suma de los valores X elevados al cuadrado.

(=X?) es el cuadrado de la suma de los valores X.

n es el nimero total de observaciones.

La suma de cuadrados del método empleado (tratamiento) se calculé con la

ecuacion 2;

SCretodo = [(Te*)/ ndl = [(EX)/n]  (2)

T, es el total de la columna de cada método

nc es el nimero de observaciones (tamarfio de la muestra) de cada método.

La suma de cuadrados del error se obtiene por substraccion del SCrgtodo @l SCroTaL

(ecuacion 3).
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SCerror = SCTOTAL - SCmétodo (3)

La media de cuadrados (MC) del método se calculé dividiendo la suma de

cuadrados del método sobre el nimero de métodos analizados menos uno (ecuacién 4).

MCrgtodo = [SCrotac/(K-1)] ......(4)

K es el nimero de métodos (tratamientos) analizados.
El cuadrado medio del error se calculd dividiendo la suma de cuadrados del error

entre el nimero total de observaciones menos el numero de métodos (ecuacion 5).

M Cerror = [Scerror/(n'k)] -------- (5)

n es el nimero total de observaciones.
El valor F calculado se obtuvo al dividir el cuadrado medio del método entre el

cuadrado medio del error (ecuacion 6).

Fc =SCrotaL / SCerror.vvve... (6)
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Tabla 8. ANOVA para determinar si existe diferencia significativa entre la inclusion de los

compuestos en a y B-ciclodextrina.

Fuente de
variacion SC .l MC Fc bl °Ft Criterio
Método 9.52x10° 2-1=1  9.52x10° Si Fc<Ft
Error 6.78x10°  12-2=10 6.78 x10° | 0.140 | 0.05 | 4.96 Ho se
Total 7.74x10°  12-1=11 acepta

2 grados de libertad, ® nivel de confianza y ®valor de Fisher obtenido de tablas.

Utilizando un 95% de confianza se llegd a la conclusion de que no existe diferencia
significativa entre la inclusién de los compuestos o-difendlicos con a o B-ciclodextrina, es
decir, con una posibilidad de equivocacion de 5 entre cien se puede decir que los
compuestos o-difendlicos se incluyen por igual en a-ciclodextrina que en B-ciclodextrina.

De la misma manera se realiz6 el analisis estadistico pertinente para determinar una
posible diferencia significativa entre las constantes de formacién obtenidas por
voltamperometria ciclica y las obtenidas por calorimetria (Tabla 6). Los célculos se
realizaron utilizando las ecuaciones, la Unica diferencia fue que en este caso el tratamiento
en lugar de ser el método empleado es la ciclodextrina utilizada.

La hipétesis nula (Ho) planteada indica que las constantes de formacion
determinadas por voltamperometria ciclica son iguales a las determinadas por calorimetria,
mientras que la hipotesis alterna (H;) expresa que las constantes de formacidn determinadas
por voltamperometria ciclica son diferentes a las constates de formacion determinadas por

calorimetria.
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Tabla 9. ANOVA para determinar si hay diferencias entre las técnicas de voltamperometria

ciclica y calorimetria.

Fuente de
variacion SC g.l MC Fc o Ft Criterio
Método  1.35x10° 2-1=1 1.35x10°
Si Fc<Ft
Error 470x10° 6-2=4 4.70x10° | 0.29 | 0.05 7.7
Ho se acepta
Total 6.05x10°  6-1=5

2 grados de libertad, ° nivel de confianza y ©valor de Fisher obtenido de tablas.

Con una confianza del 95% se puede decir que no existe diferencia significativa
entre las Ky obtenidas por las técnicas de voltamperometria ciclica y calorimetria, es decir,
con una posibilidad de equivocacion de 5 entre cien se puede decir que es igual determinar

las constantes de formacion por medio de voltamperometria ciclica que por calorimetria.

4.6 Pruebas de aplicacién de B-ciclodextrina en matrices biol6gicas

Una vez que se determinaron las constantes de equilibrio y se encontré que la
formacion de complejos de inclusion entre los compuestos o-difendlicos y las
ciclodextrinas es un proceso favorable, se decidié probar en muestras de fruta fresca (pera 'y
aguacate) la aplicacion de una solucion de B-ciclodextrina para observar los cambios fisicos
a lo largo del tiempo.

Se prepar6 una disolucion de B-ciclodextrina cuya concentracion fue 9 mM, la cual
se vertio en una caja petri de vidrio y en un vaso de precipitado de 100 mL. Con ayuda de
una navaja se dividieron las frutas por la mitad e inmediatamente después del corte se

retiraron las semillas.
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La aplicacion de la solucion de B-ciclodextrina en el aguacate se realizd
sumergiendo la muestra en el vaso de precipitado por dos minutos, pasado este tiempo se
retird de la disolucion y se coloco junto a la muestra control.

La pera se puso con el corte transversal dentro de la caja petri por un periodo de dos
minutos, después de este tiempo se retird la muestra y se situé a un lado de la muestra
control donde se inici6 el registro. En ambas frutas se prestd especial cuidado en impregnar
en su totalidad la superficie que se obtuvo al realizar los cortes con la solucion de -
ciclodextrina.

En las figuras 18 -20 se muestran las imagenes de los resultados obtenidos.

Figura 18. A la izquierda de cada imagen se encuentra la pera con ciclodextrinay a la
derecha la pera control. Imagenes captadas después de haber realizado los cortes en la fruta:
a) alos 5 minutos y b) alas 7 horas.

La muestra control presentd colores pardos principalmente en la linea central, su
superficie permanecié con un tono mas oscuro que el que presentd la muestra a la que se le

aplicd B-ciclodextrina. La muestra a la que se le aplico ciclodextrina presentd un menor
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pardeamiento enzimatico, lograndose observar una diferencia substancial entre ambas

muestras.
Asi mismo, en el caso del aguacate los resultados obtenidos muestran una diferencia

entre la muestra control y aquella que estuvo sometida a la disolucion de B-ciclodextrina

(figura 19).
a) b)
‘ ‘ ‘
c) d)

Figura 19. A la izquierda de cada imagen se encuentra la muestra de aguacate con
ciclodextrina y a la derecha la muestra control. Imagenes captadas después de: a) 2 minutos.
b) 1.40 horas. c¢) 3.72 horas. d) 9.40 horas de haber seccionado la fruta.
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A semejanza del caso de la pera, en el aguacate existe una diferencia evidente entre
la muestra a la que se le aplicé ciclodextrina y la muestra control. El color verde brillante
caracteristico del fruto cambié en ambas muestras, sin embargo, los tonos cafés se
presentan basicamente en toda la superficie de la muestra control, en tanto que para la
muestra a la que se le agregd ciclodextrina el pardeamiento enzimatico fue menos
importante.

Con los resultados obtenidos visualmente se puede afirmar que el uso de las

ciclodextrinas efectivamente puede retardar el oscurecimiento enzimatico.
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Elisa Maria Mejia Jacome

A través de la aplicacion de las técnicas de voltamperometria ciclica y
simulacion digital, se estudié un proceso importante para la solucion de un
problema real: el pardeamiento enzimatico en frutas y verduras y su disminucion
debido al efecto inhibidor de las ciclodextrinas en la oxidacion de los &cidos o-
difendlicos, los &cidos protocatecuico, caféico y clorogénico.

En el medio prético estudiado se observd que la oxidacion de los tres
compuestos o-difendlicos es un proceso cuasi-reversible involucrando la
ganancia de dos electrones y la consecuente pérdida de dos protones.

Se investigd por simulacion digital el mecanismo de oxidacion de los acidos o-
difendlicos, el cual se da en cuatro pasos. Se encontrd que tanto el mecanismo
ECEC como el mecanismo ECCE, explican satisfactoriamente el mecanismo de
oxidacion de los compuestos a sus correspondientes quinonas.

Se comprobdé que bajo las condiciones experimentales utilizadas, se da el
fendmeno de inclusion entre los compuestos o-difendlicos y las a- y B-
ciclodextrinas. Esto se puso de manifiesto con la paulatina disminucién de la
corriente anddica en los voltamperogramas al aumentar la concentracion de
ciclodextrina.

Los complejos de inclusion que se forman, provocan que los sustratos o-
difendlicos que participan en la reaccion de formacion del complejo no puedan
ser reconocidos por las enzimas polifenoloxidasas, de esta manera se retarda el
oscurecimiento enzimatico y los nutrimentos (al menos los antioxidantes

fendlicos) permanecen en su forma activa.
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¢+ La simulacion digital de los voltamperogramas ciclicos experimentales permitio
determinar cuantitativamente las constantes de formacion de los complejos de
inclusion.

¢ En précticamente todos los casos se forman complejos de inclusién con valores
de K; del orden 10° M™ mostrando que la formacién del complejo es un proceso
favorable. Se  comprobd que los compuestos o-difendlicos prefieren estar
incluidos dentro de la cavidad hidrofébica de la ciclodextrina, que estar en su
forma libre.

% El método -electroquimico aplicado (voltamperometria ciclica) permite la
estimaciéon simultanea de la constante de formacion (Ky) del producto de la
reaccion anodica y la determinacion del coeficiente de difusion del complejo de
inclusion, pardmetros que no se obtienen por los métodos alternativos como
calorimetria o espectroscopia UV-vis.

++ Considerando los valores de las constantes de formacién y el anélisis estadistico,
se pudo notar que los compuestos o-difendlicos pueden formar complejos de
inclusion con la a-ciclodextrina o la B-ciclodextrina por igual. Ademas, los
valores de las constantes de formacion determinadas por calorimetria
concordaron con los determinados por voltamperometria ciclica.

« En base a los resultados experimentales realizados en muestras bioldgicas se
pudo comprobar que la adicion de ciclodextrinas retarda el oscurecimiento
enzimatico por lo que se abre una ventana de oportunidad para disminuir las
pérdidas economicas anuales que se derivan del oscurecimiento enzimético de

los alimentos.
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Al haber logrado determinar con éxito que los tres compuestos o-difendlicos se
incluyen satisfactoriamente en las o- y P-ciclodextrinas evitando el deterioro por
oscurecimiento enzimatico en los alimentos estudiados, considero que es importante
investigar los siguientes puntos:

1. Si otros compuestos o-difenolicos presentes en los alimentos logran una
buena interaccién con las ciclodextrinas.

2. Si la adicion de ciclodextrinas no cambian el valor nutrimental ni las
propiedades organolépticas de los alimentos.

3. Si la concentracién de los compuestos o-difendlicos en las muestras
bioldgicas tratadas con ciclodextrinas se mantenga a lo largo del tiempo.

4. La factibilidad de escalamiento del proceso.

5. El analisis costo/beneficio, considerando la cantidad de ciclodextrina que
es necesario agregar a los alimentos mas el proceso de aplicacién, con
respecto al ahorro que se obtiene al disminuir las pérdidas econémicas por

el deterioro en frutas, verduras asi como también crustaceos.
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Cyclic voltammetry has been employed to determine formation constants for the inclusion com plexes
formed from - and f-gpcledextrin and three phenclic acids, protecatechuic (PTCL caffeic (CAF) and
chlorogenic (CHL) acids. The method reguired the prior determination of the mechanism of oxidation
of the phenolic acids in the absence of grcledextrin. The study was conducted in unbuffered agueous
1.0 M KO using a glassy carbon working electroede. The voltammetnic results could be accounted for
equally well by the electron transfer/proton transferjelectron transfer/proton transfer (eHeH mechanis m)
or the electron transfer/proton transferfpmoton transferfelec tron transfer (eHHe mechanism L. Upon addi-
tion of cyclodextrin to solutions of cne of the phenolic acids, the anodic peak current for oxidation of the
free acid was depressed as was the associated cathodic peak. There was also anincrease of the anodic-to-
cathodic peak potential separation Simulation of the opclic veltammograms allowed the extraction of the
formnation constant for inclusion of the phenolic acidin the qycledextrin, Ke,. as well as estimation of the
fomuation constant for the oxidized phenolic acid (o-guinone) with the oeclodextrin Krs. The diffusion
ooefficients of the com plexes were also determined. Values of Ky were determined under the same con-
ditions wsing micmcalerimetry and these results, along with literature values, were compared with those
obtained by cyclic weltammetry. Undedying causes of the differences are discussed

@ 2011 Elsevier BV, All rights reserved.

L Imtroduction

vegelables [31]. They are often called phenolic acids. However,
enzymatic axidation of these molecules leads to colored products

Electrochemical methods have been widely applied to the study
al host-guest interactions, often with cyclodextrins as host mole-
cules [1-249]. In the vast majority of cases it is the guest molecule
that shows electrochemical activity and the effect of addition of
hast on this activity provides information about the egquilibrium
constant of binding and sometimes the rate constant. Such studies
have been reviewed [30]. With a few exceptions [15,18,20,22-
24.29] the guest molecule undergoes a simple, one-electron elec-
trode reaction, such as with ferrocene derivatives as guests. OF
course, these guests are chosen because of the simplicity of elec-
trode reactions while sacrificing the relevance of the results to real
applications of host-guest complexation.

Protocatechuic (PTC), calfeic (CAF) and chlorogenic (CHL) acids

are the principal natural antioxidants present in fruits and

+ Comesponding suthors. Tel: +1 765 494 5454; Lx +1 765 494 0329
{DH. Beans)

E-rrai! address: evans@purdussdu (DU Evans)

1572-5657]5 - %ee frond matter & 20711 Haevier BV, All rights reserved.
doi L1016 jelachem 2011 .07 026

Elisa Maria Mejia Jacome

(browning) but this deleterious process can be hindered by the
addition of cyclodextrins which presumably form indusion com-
plexes with the phenolic acids making the antioxidant molecules
poor substrates for the eneymes [32].

HO ﬁ,moH HO.._ o ACO0H
[T
H :[\ﬁ‘

Hy
PTC CAF
HOO H
Hi AZJ\DH
HO¥ H
CHL

The phenolic acid guest molecules can easily be investigated by
electrochemistry owing to their two-electron, two-proton oxida-
tion Lo o-guinones {Reaction (1] However,
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this is a complicated reaction involving four individual steps, two
proton transfers and two electron transfers. We have chosen to
use cyclic voltammetry for the studies taking advantage of the fact
that it is possible to abtain accurate modeling of the results using
modern simulation technigques,

The first step in the development of the method was to deter-
mine the mechanism of oxidation of the phenolic acids in the ab-
sence of cyclodextrin along with the relevant parameter values
describing that oxidation. With that information in hand, we then
studied the effect of adding cyclodextrin on the electrochemistry of
the phenaolic acids. In this way we were able to obtain the equilib-
rium constants for formation of the 1:1 inclusion complex along
with the diffusion coefficent for the complex. Data for both o
and p-gyclodextrin were oblained.

2 Experimen tal
21, Materials

Material, source: 3 4-Dihydroxybenzoic acid {protwcatechuic
acid), Aldrich = 97.0%. 3 4-Dihydroxycinnamic add (caffeic acid}
Sigma-aldrich = 98.0%. 1.3 4. 5-Tetrahydroxycyclohexanecarboxy-
lic acid 3- (3 4-dihy droxycinnam ate) { chloroge nic acid ), Aldrich. Fer-
rocenemethanol, Aldrich 97%. a-Cyclodextrin (a-C0), Sigma =
a8, p-Cyclodextrin (f-CD), Sigma = 98.0%. Potassium chloride,
Sigma Ultra, = 990 All reagents were used as received. The water
waas distilled and deionized.

22, Elecorochemisory

Cyclic voltamme try experiments were done using a conven-
tional jacketed three-electrode cell, with glassy carbon working
electrode of 03 -cm diameter and AglAgCl (saturated KCl ) as refer-
ence eledrode, both from Bioanalytical Systems. A platinum wire
was used as counter electrode. The highly polished glassy carbon
electrode was repolished before use with 0.05 pm alumina paste
(Buehler), rinsed with water, and sonicated for 5 min in distilled
water. It was then rinsed with acetone and dried with a tissue. Vol-
lammograms were recorded in 1.0 M KCH O at 25 °C. Solutions
weere purged with ultra high purity nitrogen, Praxair, which was
presaturated with the solvent before entering the cell. For the addi-
tion of 2-C0, stock solutions were prepared and added in aliguots
with a micropipette to obtain the different concentrations re-
quired. B-C0, due to its low solubility ( 1.85 g/100 mL}, was directly
added as a solid to the solution of the analyte. Voltammograms of
the catechols inthe presence of increasing amounts of CD were re-
corded at 0.1 Vs Sonication was used o assist dissolution of the
phenolic acds.

An Autolab PGSTAT 302 N potentiostat-galvanostat was used For
all the experiments. The total uncompensated solution resistance
was determined as described earlier [33], using a series of voltam-
mograms of known concentrations of ferrocenemethanol as refer-
ence compound. The diffusion coeMaent and heterogenesous rate
wonstant of ferrocenemethanol used in the simulation waork were
those reported by Mizo, Ding and Bard, D=78 = 10 %em® s~ and
k=206 cm s~ [34] The uncompensated resistance of the 1.0 M
KOl solution was 2002, The area of the working electrode was deter-
roirved to e 00069 cm® Allthe cyelic volta mmogra ms were recorded
without electronic com pensation of the solution resistance, so the
lotal resistanoe was included in the simulations.

Simulations were carried out using DigiElch 4.F, a sofltware
package for the Digital simulation of common Electrochemical

experiments (hitp:) fwww elchsolLcom) [35]). When matching sim-
ulatons to the experimental voltammograms, the objective was to
find the single set of parameter values that provided the best aver-
age agreement between simulation and experiment for the entire
range of scan rates that were employed. This means that a simula-
tion at a given scan rate might be improved by some variation of
one or more simulation parameter values but this would lower
the average goodness-al-fit For the entire set of valtammograms.,
We have not been able to find a reliable method ol estimating
the error in parameter evaluation for this multi-variable fitting
process. A rough estimate of the indeterminate error is £5 my for
standard potentials, £0.02 Tor electron transfer coefficients, £10%
for equilibrium and rate constants and +10% for diffusion coeffi-
cients of reactants.

Controlled-potential coulometry was carried out in a 75-mL
electrolysis cell from Bioanalytical Systems. Reticulated vitreous
carbon was used as the working electrode. & platinum wire sepa-
rated from the bulk of the solution by a glass it was used as a
counter electrode. The reflerence eledrode was AglAgCl (saturated
K1) and coulametry was carried oul at room lemperature,

2.3 Calorimetry

The differences between the experimental heats and the enthal-
pies of dilution for the ttraton of solutions containing the cate-
cholic compound with cydodextrin were determined at 29815 K
in 1.0 M KCI/HLO. The calorimetric measurements were made by
means of a thermal adivity monitor (TAM) (Thermometric, Swe-
den) equipped with a 2201 high performanoe am poule calorimeter
unit with a 4 mL micro-reaction system and a Lund syringe pump
with control box. Prior to the start and at the end of each experi-
ment, an electric calibration of the calorimetric unit was carried
out in arder to adjust the power sensor in the cells, The calorimeter
allows the subtraction of the enthalpy of dilution of the injected
solution from the total enthalpy of the process by means of a
simultaneous titration af the solvent {10 M KCI} with the cyclo-
dextrin. The concentration of the catecholic compound present in
the cell{ 1.5 mM Ffor PTC and CHL; 0.8 mM for CAF) was much smal-
ler than the concentration of cydodextrin (10 mM} in the syringe,
s0its enthalpy of dilution is negligible. The injectors as well as the
collection of titration data were controlled by a microcomputer.

Under the assumption that 1:1 complex forms, the association
process can be represented as follows: €D + L = COL where CD
indicates the cyclodextrin and L any of the guest substanoes em-
ployed. The heats of mixing of the two binary solutions, subtracted
from the heats of dilution experienced by the two solutes gives the
enthalpy of formation af the complex, AH®, that can be expressed
as a function of the actual molality of the guest molecule, mf, of
the standard molar enthalpy of association, AH, and the apparent
association constlant, Ky, as follows [36]:

AH™  miAHK:

Mo (1= miKy) (2)
or in a linear form, useful for fitting the data:

My 1 1 (3)
AT AR T AH=Kem]

The standard enthalpy and the formation constant are obtained
from Eq. (3) by an iterative least squares method through the digi-
tam 4.1 software of TAM.

Elisa Maria Mejia Jacome
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3 Results

20, Mechanism of electrochemical oxidation of phenolic acids, PTC,
CAF and CHL

Preliminary studies of the oxidation revealed that reproducble
results could not be obtained in bulfered aqueous solution. How-
ever, unbuffered solutions allowed reproducible results to be ob-
ained using LOM KO as supporting electrolyte. As each
phenalic acid contains a carboxylic acid moiety, the solutions were
not neutral, but slightly acidic In practice, the pH of the samples
was measured and the proton adivity so obtained was converted
o concentration using an activity coefficient for the hydronium
ion of B0, appropriate for an lonic strength of 100 M [37]. Thus,
as the oxidation of the phenolic acids occurs, the protons produced
(Reacton (1)) will be added to those already present from dissoo-
ation of the reactant. Dissociation of the phenolic protons is negli-
gible at the pH of our solutions, pH = 3-4. In addition, we have
assumed that oxidation reactions of the minority carboxylate an-
tons (R-CO5 ) are identical to those of the neutral acd (R-COO0H
where R denotes the remainder of the molecule). Because the car-
boxylate and carboxylic adad forms will be in very rapid equilib-
rium with protons, the rate and equilibrivm constants that are
extracted from the data will be intermediate between those of
the acid and base forms of the phenolic acid. For chlorogenic acd
(CHL). the differences are probably quite small as the carboxylic
acid group is far removed from the electroactive o-diphenol (cate-
chaol } moiety.

Ty pical voltammograms for the three phenolic acids are shown
in Fig. 1. The oxidation mechanism can be described by the various
possible pathways through the nine-membered square scheme
(Scheme 1) Here, the unsubstituted catechol (H2Q: top left struc-
ture ) represents any of the three phenolic acds. The horizontal
reactions in the scheme are electron-transfer reactions while the
wertical reactions are proton transfers, The initial stepin the oxida-
ton could be either proton loss (vertical} or electron loss (horizon-
1al) Howewver, at the addic pH wvalues present in this work proton
loss as a first step is unlikely as the pk, of the catechol proton is
B.G6-B.8 [3B.39]. Thus electron loss (horizontal], forming HoOF

L
OH

4
o 1

OH

H.Q Hy Q™ H.Q
] -H+ ] -H* | -H*
o e o - OH
©:OH ©:OH o
HQ- HQ' HQr
B |+ [
L R o® - e D)
L, X, — | CL
- - Q

Scheme 1. Mne-membersd square scheme ke axidation of a catechal to the
canmespanding e-quinane. Horzontal resdtions are electron trandlers and vertical
are ratan brans s

(ruiddle species, top row) appears 1o be the most likely frst step
in the axidation. The second step can again be either electron
transfer giving Hz (P (horizontal) or proton transfer (vertical) to
produce HYF (central species) The latter is more likely because
electron transfer would require formation of the very high energy
species, H: 0, which is doubly protonated quinone. Thus, the most
likely frst two steps of oxidation are electron transfer Torming
Hz¥" followed by proton transfer to produce HOY.

H{r also has twao different reaction paths avail able: electron lass
to form HQ® (middle species, right-hand column)} or proton loss to
give - (middle species, bottom row). The fourth and final
reaction step is either proton loss (vertical) or electron loss

———————— ———————————1— |0}
40
108 b PTC |
ol - Ja
ol L J-100
3.0Vis, 257C |
e ¥ L1 @M cAR 1.1% mM CAF :5':'
=2 L Bl
= OF |
g L J-50
=
= 01w, 25°c b LOWis, 25°C ] _jon
AT 2 49 mM CHL 2,49 M CHL 1100
ol - Ha
ol [ J-100
e | 02ve, 25 ] [ 20Vis . 250 ] apg

L0 ElIS 04 I:lld. IJI'E an
Potential vs. ApfAgCliV

1o as DjE D.I;'l. DI."E I'_'ljll'l 02
Potential vs. AgfapCliV

Fig 1. Examples af the lits to the experimental voltammograms (lght grey salid line) of PTC, CAF and CHL using the eHiHe (filled circles) and eHeH (black solid line)
machanime with the Smulstion parsmeter values a2 shawn in Tables 1 aned 2, respectively.
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Tabile 1
Simulation parameters acoonding to the eHHe mechanism (green line, Scheme 1) for PTC, CAF and CHL in 1.0 M KO at 25°C*
mikd Mz} o Ha™ 4 e O~ Qe
Epy [ k fom 51 By a k fema!
Electrachemdoal feactiong
FTC 1.09 0567 248 56 107 435 044 1.0 0% 102
FTC 219 0605 248 56 1077 w435 044 100 107
CAF sl 0574 @40 Q40 493 54 1.1 = 132
CAF 111 0578 @40 oA 485 54 11 = 1072
CHL 111 0709 05D 37w 102 356 052 12 = 102
CHL 249 0653 Q50 S 102 399 052 12102
it Ho G e HG- + WY HQ- s Q- 4 H* [H"[® b 10° Dfem® 57"
K keafa? K Kegfa?
Chetndeal readtion
PTC 1.09 R T 1.0 = 108 130 132 10 = 10° a6 594
0 219 ET R T 1.0 108 130 102 10 = 100 022 6.88
CAF 061 25 10 10 = 10 28 = 1077 10 =10 a7 745
CAF 118 25 10 1.0 107 281077 1.0 = 107 Q1o 720
CHL 111 EX R 100 1a° g1 w107 10 = 107 Q66 5.43
CHL 2.4 3w 102 1.3 108 a1 =107 10 = 100 38 5.49

* The same values were used to lit 2l scan rates fram 005 to 300 Vs, The total of the solution resistance (2041) was included in the simulations. Except for H* species, the
chifusion cosllicient value, I, wis 52t equal to the shown vatue for 8l species. Doof H' was 52t to 93 = 1ﬂ'ﬁc|n2.l= |40
B |H'| wias oltsined from the expefimentsl messurement of the pH of the salution of the mmesponding phenalic scid in 108 KO

Table 2

Simulation parameters acoonding to the eHeH mechanism (red lne, Scheme 1) for PTC, CAF and OHL in 100 KO at 25 ~C*

mikd HoQ ek Holy ™ e HY wr HQ™ & &
Epy [ k fom 51 By a k fema!
Electrachemdoal feactiong
FTC 1.09 a0 048 1.4 1073 403 Q47 1.4 % 1077
FTC 219 0647 248 14 1077 1395 @47 14% 107"
CAF sl 0505 @40 3.0 102 384 50 2.7 = 103
CAF 111 0513 @40 30 10772 w373 50 2.7 =107
CHL 111 a1 05D 2.0 102 315 50 47 = 103
CHL 2.8 0643 050 20w 107 0299 Q50 47 =107
ik Ho@ e HG < H* HO* e Qs H [H"[® b 10° Dfem® 57"
K keafa? K Kafa!
Chemdcal readtionm
PTC 1.09 27 1w 1.0 = 107 45 107 10 = 10 a6 7.
0 219 2.7 = 103 1.0 108 45 % 104 10 = 10 022 6.88
CAF 061 35. 1w 10 = 107 29x 1077 10 = 10" a7 720
CAF 118 35 10 1.0 108 29 1077 10 = 107 Q1o 720
CHL 111 100 107 100 1a° 100w 1o 10 = 10 Q66 560
CHL 2.4 130 102 1.3 108 130 1a- 10 = 10 38 5.74

* The same values were used to it all scan rates from 0005 to 3.00 Vs The total solution resistance (20 ) was included in the simulations. Except for H' species, the
chifusion cosllicient, 0 was st equal to the value shown for all speeies. Dol H was set to 9.3 = 1|'.'|'5¢_'|n2.l: Mol
B H'| wias oltsined from the expefmentsl messurement of the pH of the salution of the mmesponding phenalic scid in 108 KO

(horizontal}, each giving the s-quinone, { (right-hand, bottom spe-
aes]. Finally, we conclude that the two maost likely oxidation path-
ways are Hp ) = Ha QX" +e—; HpQ" = HQ*+ H™; H(} = HQ™ +¢~;
HY = Q¢+H on the one hand and HQ} = H}™ +e;
Hx}™ = HX +H; HIf = @~ +H", " = Q+e¢  on the other.
These have come to be known as the eHeH and the eHHe reaction
pathways, respectively, where “e” denotes an electron-trans fer
step and “H™ a proton transfer. For 4-methyl ctechol, the eHeH
and eHHe mechanisms have both been shown to be important in
the slightly acidic pH range [41].

In Scheme 1., the unsubstituted catechol represents any of the
phenalic acids studied in this work Red line: the eHeH pathway.
Green line: the eHHe pathway (see lext).

As shown in Fig. 1, the quality of the fits Tor the e HeH and eHHe
mechanisms was about the same. Simulation parameter values
used o fit the cyclic voltammograms are given in Tables 1 and 2.

' For interpret fon of color in Schems 1 and Fig 2 the resder it refermed to the weh
wergion af this anticle.

Similarly good fits were obtained for scan rates from 0.05 to
3.00 Vs Simulations of the axidation of the phenolic acids in the
presence of cydodextrinsg were conducted using the eHeH mecha-
nism though it was found that eguivalent results were obtained
using the eHHe.

Controlled potential coulometric axidation of PTC, CAF and CHL
required the transfer of 2.9, 23 and 1.7 electrons per malecule,
respectively and produced a2 complex mixture of products as re-
wvealed by thin-layer chromatography, suggesting that on the time
scale of the experiment side reactions are occurring, probably
involving the reactive o-quinone that is formed by oxidation of
the phenolic adad. None of the final products was identified.

3.2, Omidation of phenolic eads, PTC, CAF and (HL in che presence of
- or g-cvclodexirin

Inclusion of the three phenolic acids in the cavity of 2- or f-
cyclodextnn was studied by opclic voltammetry over the range of
0-10 mM cyclodextring Representative results are shown in Fig. 2
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Fig. 3. Experimental voltammograms (salid lnes) ol 105 mM PTC in 1.0 M KO in
the abence of a-cyclodextrin (cincl es) and in the presence of 0099 mM | triangles, A ),
244 mM {trangles, BL 431 mM {diamonds, A) and 570 mM (damonds, B) 2-
giclodextrin Symbals are Smulsions scmeding o the eHel machaniam alang
wi thy oo pl esca tion resctions (4] and (5) withi K, and K o valees a5 shown in Table
a3

and qualitatively the same behavior is seen for all three phenolic
acids with either of the cydodextrins, In Fig. 2 it may be seen that
both anodic and cathodic peak currents diminish as the concentra-
ton of cyclodextrin increases. This is attributed to the smaller dif-
fusion coeficient of the inclusion complex compared to the free
phenolic acd with the relative amount of the free phenolic aad
decreasing as more and more of the cydodextrin is added. The
underlying assumption here is that the complexed phenolic acd
is unable o react at the electrode so that dissociation of the com-
plex must take place before oxidation can occur. Thus, the amount
af current that is observed can depend on both the extent of com-
plexation and also the rate of assodation)dissociation.

It can also be noticed in Fig. 2 that the difference in peak poten-
lals, AE, = E,, — E,.. inoreases substantially with increasing con-
centrations of cyclodextrin. This is a manifestation of chemical

Potential vs, AglfagCl iV

Fig. 4. Experimental valtasmmog rans (o lines) aof 117 mb CHL in 100 B KO in
ithe absena af fi-cydodex trin | cirdes) and in the presence of {triangles, A) 1070 miM,
2 14mM {trisngles, BL 452 mM (diamonds, A) and 7.79 mM {diamaonds, B) b=
eydadextrin. Symbals sre simulations scoarding the eHeH mechanizm alang with
the complexation resctians (4 and (5L with K qand Kes values a5 shownin Table 3

reactions {assodatonfdissociation) preceding or following an elec-
trode reaction that is not entively reversible [42].

Also of interest is the almost perfect “isopotential point™ at
about zero current and +0.5 V. Though such behavior has been seen
in other cases with all participants in the reaction being solution
species [43-45], it is not clear why it appears here. The only obvi-
ous thing that it has incommon with other systems is that the vaol-
tammograms are obtained for a series of solutions with a constant
wvalue of the total concentration of electroactive speaes (the phe-
nolic acd) with the relative amount of the two forms (the frees
and complexed phenolic acid) varying [43].

Analysis of the voltammograms of the phenolic acids in the
presence of cyclodextrin was carried out by simulation. The follow-
ing assumptions were made:

1. Only the free phenolic acid (H20Q) can react at the electrode. The
bound phenolic acd is electrochemically inert.

2. The free phenolic acid is oxidized via the eHeH mechanism
found For studies of the phenolic acid in the absence of cyclo-
dextrin. (It was found that the eHHe mechanism gave almost
identical results).

3. The simulation parameter values obtained in the absence of
cyclodextrin (Table 2} were assumed to be unchanged in the
presence of cydodextrin.

4. The rates of the phenolic acid]cyclodextrin association] dissoci-
ation reactions are fast.

5. The formation constant used in the simulation is for only one
form of the phenolic add, reaction (4} That is, the carboxylic
acid and carboxylate Torms are assumed to behave identically.

G. The product of the oxidation, the free e-benzogquinone deriva-
tive, can also be bound by the cydodextring reacion (5]

In our initial effors no binding of the quinone was assumed but
we later found that indusion of a binding constant for the o-benzo-
quinone product () with the oyclodextrin, reacdion (5], brought
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Table 3
Fonmation constants for the indusion oomgplexes of phenalic ackds with cyclodex tring

s determined by digital simul ation of qydic vollammograms. 298 K 100 M aqusous
Ka.

Phenaolic scid Cycladextrin LAMLY AN Y Ly
PTC -0 500 50 035
[ L
PTC p=Cn 750 300 035
360"
2648
CAF -0 3500 50 035
13000
CAF A= 1000 a0 030
480"
278
CHL =00 1500 100 L 2
Ta0
G25"
CHL p=Cn 9040 300 050
1200
5224
4247
* Micracalarimetry, 298 K. 1 00M squeais KOL
B Ultravialet absarption. 298 K. pH 6.5 010 M iomc strength. Rel |32]
© Fluorescence studies, 258 K, pHl 7. Rell A7
a4

Ultravialet absarption, 298 K, pH 6.5, 1.4 M ianic strength. Rell [32]

about an improvement in the fts. Specifically, the @thodic peak
for the

CO+ HzQ=C0 - Ha ) Kea (4
CO+0Q =CD-0Q Kz (31

reduction of  was not sufficiently negative when simulations were
conducted without reaction (5L

Com parisons of simulations with experimental voltammog rams
for PTC in absence and presence of s-oyclodextrin are shown in
Fig. 3 with similar results for CHL in Fig. 4 Values of K. and Kz
are given in Table 3, including the results for simulation of CAF vol-
ammograms as well. The simulations are also sensitive to the va-
lue af the diffusion coeffi dent of the complex, D, and it was found
that the ratio of D, to the diffusion coefficient of the free phenolic
acid, Oy, that best fit the data was in the range of 0.35-0.50 (Table
ENS

For comparison, results of microclorimetric determination of
the equilibrium constants are also given in Table 3 along with a
fewe results from the literature.

4, Miscussion

Cyelic voltammetric oxidaton of three phenolic acids, PTC, CAF
and CHL, has been successfully modeled in aqueous 100 M KCland
a glassy carbon electrode. The oxidation proceeds with four sepa-
rate steps, two electron transfers and two proton transfers. Our re-
sults can be accounted for egually well by an electron transfer
followed by proton transfer and then by a second electron transfer
with subsequent proton transfer (the eHeH mechanism) or by an
initial electron transfer followed by two consecutive proton trans-
fers and a final elecdron transfer (eHHe mechanism). The simula-
tion of the results is novel particularly for an unbuffered aqueous
solution (see, however, Rel. [46]).

The elfect of adding - or p-cyclodextrin to solutions of the phe-
nolic acids is as expected The anodic peak current for oxidation of
the phenolic add decreases in magnitude as the concentration of
the cyclodextrin is increased. This is due to the fact that the frac-
tion of the phenolic acid present in the inclusion complex increases
with increasing cydodextrin concentration and the diffusion coef-
ficient of the inclusion complex is only about 40% of that of the free

phenalic acd. There are also distinctive changes in the shape of the
wvaltammograms including shifts in the peak potentials.

igital simulation of voltammograms obtained in the presence
of gyclodextrin were carried out with the addition of two reactions,
a complexation reaction between the phenolic acid (which is acat-
echol, H:) and the cyclodextrin and a less important complexa-
tion between the oxidized form (an o-guinone, Q) and the
cyclodextrin. These complexation/dissodation reactions were as-
sumed to be very fast reactions. The results were accommodated
by considering only 1:1 complexation, in accord with the literature
[32.47] The formation constants of the three phenolic acids with
both 2- and p-cyclodextrin were determined by simulation of the
cyclic voltammograms and also by microcalorimetry. The two
determinations  were carried out under the same conditions,
1.00 M aqueous KCl and 298 K. The agreement is only moderately
good (Table 3}, The same can be said of the agree ment of the values
obtained by simulation of the cydic voltammograms with some re-
ported in the literature that were obtained by fluorescence or
ultraviolet absorption methods. In these latter cases however,
some experimental details were different including the pH and io-
nic strength.

In fact, the pH may be the most im portant factor explaining the
difference between the electrochemical and  microcalorimetric
determinations. Each experiment begins with a solution of the
phenolic acid of known pH. In microcalorimetry the pH should
not change as the cyclodextrinis added. In elecarochemistry, how-
ever, the pH near the electrode surface will decrease as the initial
positive-going scan iscarried out because oxidation of the phenolic
acd introduces protons into the unbufered solution. Conversely,
the pH will increase during the return negative-going scan as the
product quinone is reduced back to the phenolic acid {catechal ).
Though we carefully included this variation in pH in our simula-
tions, we may be seeing an example of the Failure of assumption
5 where, in the electrochemical case, we assume that the carboxyl-
ate and carboxylic acid forms behave identically. As the pH
changes during the scan, the fraction present as the acid and base
form of the phenolic acid will vary.

We conclude that the electrochemical method that was devel-
oped in this paper has the advantage of allowing study of systems
that are of real relevance to an important problem: the effect of
adding cydodextrins to the browning process. This is because we
hawe been able to successfully model the complex, four-step oxida-
tion of the phenolic acids and then to see the effect of added cyclo-
dextrin. The disadvantage, compared to other methods, is that, in
spite of our best efforts, there appear to be some facdors at work
to cause differences between the equilibriom constants so ab-
tained and thoase measured by alternative accepted methodologies.

Added information, not obtainable by alternative methods, in-
cludes estimation of the formation constant of the product af the
anodic reaction reacting with cydodexirin and the determination
of the diffusion coelficient of the inclusion complex.
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